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COMUNIDADES DE BACTERIAS EN~DOFiTICAS E EPIFITICAS ASSOCIADAS A
CANA-DE-ACUCAR E PROSPECCAO DE PROMOTORES DE CRESCIMENTO
EM PLANTAS

RESUMO - As bactérias associadas a plantas constituem apenas um dos
grupos que conformam o microbioma, o qual é responsavel pela nutricdo, saude e
homeostase geral da planta. A prospecc¢ao de bactérias com tracos de promogao de
crescimento € uma alternativa para o aproveitamento do microbioma cultivavel das
plantas e é a principal fonte dos microrganismos benéficos usados como inoculantes.
O presente estudo teve como objetivo investigar as comunidades de bactérias
associadas aos diferentes tecidos (ambientes) de cana-de-agucar sob duas formas
de cultivo contrastantes, na forma de comunidades, tanto endofiticas como epifiticas,
com capacidade de promogao de crescimento vegetal. Foram prospectadas 944
comunidades usando um meio de cultura proposto pelo grupo para conformar um
banco de comunidades. Posteriormente foram testadas com experimentos in planta
usando a graminea Cynodon dactylon (grama bermuda). Posteriormente foram feitos
testes de selecdo baseados em caracteristicas fenotipicas tais como a producgao de
acido indol-acético - AlA e a capacidade de solubilizag&do de fosfatos. Um grupo final
de 17 comunidades foi caracterizado em profundidade, na busca de tracos de
promogao de crescimento vegetal em Brachiaria ruziziensis e outras caracteristicas
fisiolégicas. Para identificar os membros das comunidades selecionadas, foi
amplificada e sequenciada a regido hipervariavel V3-V4 do gene 716s rDNA na
plataforma lllumina, acessando a abundéancia e riqueza de espécies em cada uma
delas, potencial metabdlico e redes de co-ocorréncia, chegando no final, na
identificacdo de 34 géneros e 24 espécies distribuidas entre os filos Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes e Actinobacteria. Foram identificados ademais, varios
géneros com alto nivel de centralidade nas analises de redes: Chryseobacterium,
Leucobacter e Pseudomonas. Finalmente foram classificadas as melhores cinco
comunidades promotoras de crescimento em plantas a partir das analises e testes
realizados, das quais, quatro vém de cana-de-agucar convencional e uma de cultura
organica, quatro de colmo, e uma de folha. Das cinco, trés pertencem ao nicho
endofitico e dois epifiticos, as quais tem potencial para serem exploradas como
inoculantes bioldgicos.

Palavras-chave: amplicon, culturbmica, PGPB, Saccharum sp., simbiose



ENDOPHYTIC AND EPIPHYTIC BACTERIAL COMMUNITIES ASSOCIATED
WITH SUGARCANE AND PROSPECTION OF PLANT GROWTH PROMOTERS

ABSTRACT - Plant-associated bacteria constitute only one of the groups that
constitute the microbiome, responsible for homeostasis and boost the nutrition and
health of the plant. Prospecting bacteria with plant growth-promotion traits is an
alternative for exploiting the cultivable microbiome of plants and offers a primary
source of beneficial microorganisms used as inoculants. This study aimed to
investigate bacterial communities associated with soil and sugarcane tissues under
two forms of contrasting agricultural management in the form of communities, both
endophytic and epiphytic, with the capacity to promote plant growth. A total of 944
communities were obtained using a new proposed culture medium to form a
community bank. Later they were tested with in planta experiments using Cynodon
dactylon (bermudagrass). Subsequently, selection tests based on phenotypic
characteristics such as the production of 3-indoleacetic acid - IAA and the ability to
solubilize phosphate were performed. A final group of 17 communities was
characterized in depth, searching for plant growth-promotion traits using Brachiaria
ruziziensis and other physiological characteristics. For identification of the species that
constitute each of the selected communities, the hypervariable region V3-V4 of the
16s rDNA gene was amplified and sequenced in the lllumina platform, accessing the
abundance and richness of species, metabolic potential, and co-occurrence networks,
identifying 34 genera and 24 species distributed among the phyla Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, and Actinobacteria. We point three genera with a high
centrality level in the network analysis: Chryseobacterium, Leucobacter, and
Pseudomonas. Finally, the five-best growth-promoting communities were classified
from the analyses and tests performed, finding that four of them come from
conventional sugar cane and one from organic culture, four from stalks, and one from
the leaf. Of these five communities, three belong to the endophytic niche and two
epiphytic, which can be explored as inoculants.

Keywords: amplicon, culturomics, PGPB, Saccharum sp, symbiosis



1. INTRODUGAO

O cultivo de cana-de-agucar (Saccharum spp.) € considerado uma das
atividades mais importantes para a economia mundial, sendo a cultura responsavel
por fornecer matéria-prima para a producéo de acucar e etanol. A cana-de-acucar
pode ser considerada a principal fonte de biomassa para producdo de
biocombustiveis, devido a alta quantidade e disponibilidade dessa matéria prima a
um custo reduzido (Cardona et al., 2010). Além disso, € uma planta C4 e possui
uma alta taxa de conversdo fotossintética, proporcionando maior acumulo de
biomassa.

A cultura de cana-de-agucar sob manejo convencional segue um modelo
intensivo e industrializado caracterizado pelo uso extensivo de areas de cultura e
de agroquimicos. Por outro lado, a consciéncia ambiental dos consumidores
motivou a adogcdo de uma gestdo agricola mais sustentavel. Nesse sentido a
agricultura organica tem sido considerada uma alternativa a agricultura
convencional para suprir a demanda mundial de alimentos sem a utilizagdo de
agrotdxicos nocivos a saude humana e sem prejuizos ao meio ambiente
(Heckman, 2006).

Os sistemas produtivos atuais devem enfrentar uma série de desafios:
aumento de areas produtivas, acesso e aproveitamento de recursos hidricos com fins
produtivos, reducdo de impactos ambientais, como contaminacdes e emissdes de
carbono, visando a protecédo e a conservacao do meio ambiente e do ecossistema
em geral (Godfray et al., 2010).

A agricultura orgénica apresenta uma abordagem mais holistica para
agricultura, em que seus principios sdo baseados nas observagdes de Sir Howard
(dos métodos de agricultores indianos do século XX), que ressalta a necessidade
de uma compreensao integrada dos ciclos biogeoquimicos e dos processos
biolégicos direcionando para o manejo mais adequado considerando a inter-
relacdo entre os fatores envolvidos, e destaca o papel essencial do humus e
matéria organica para a fertilidade do solo e nutrigdo da planta (Howard, 1943;
Schipanski et al., 2017).



Os microrganismos associados as plantas sdo encontrados em diferentes
compartimentos, desde o ambiente rizosférico até no interior das sementes, e
estas constituem um dos importantes mecanismos de transmissao vertical de
endofitos (Rezki et al., 2018). e a abundancia e diversidade dos taxons associados
a rizosfera e outros compartimentos que séo influenciados pela planta. Além disso,
outros fatores como praticas de cultivo - monocultura ou rotagao de cultivos, tipo de
fertilizacdo, entre outros - também podem afetar o microbioma associado:
monocultura ou rotagao de cultivos, adubagao, entre outros (Pariona-Llanos et al.,
2010; Hartman et al., 2018).

Uma visdo mais recente de estudos englobando as relagdes planta-
microrganismo relatam a importancia do holobionte, que consiste no conjunto de
microrganismos hospedeiros e associados que habitam o interior e/ou a parte
externa de seus tecidos (endosfera e filosfera). Esses microrganismos
representados principalmente por bactérias e fungos sdo importantes na
manutencao das plantas (Haney et al., 2015; Agler et al., 2016; de Souza et al.,
2016) e, além disso, estdo envolvidos em fungbes muito importantes para o
hospedeiro, como o fornecimento de nutrientes das plantas e o aumento a
resisténcia a estresses biodticos e/ou abidticos (Vandenkoornhuyse et al., 2015).
Varios estudos relatam os beneficios a saude da planta promovida pela microbiota
atual, como: supresséao de doengas (Liu et al., 2018; Sharma et al., 2018), aumento
da aquisi¢cao de nutrientes (Van Der Heijden et al., 2016; Shukla et al., 2018),
promogao de crescimento (Verma et al., 2018b), indu¢do de resisténcia sistémica
(Sharma et al., 2018), entre outros.

A coexisténcia de microrganismos na rizosfera e nos tecidos da planta, seja
na forma de endofiticos e epifiticos, € essencial na promogao do crescimento
vegetal e estabelecimento de comunidades (Armanhi et al., 2018).

Os microrganismos que fazem parte do microbioma podem ser classificados
de acordo com as seguintes fungdes: 1) Microrganismos que aliviam o estresse
abiotico do hospedeiro; 2) Microrganismos que defendem os hospedeiros do
estresse bidtico (patdogenos e herbivoros); e 3) Microrganismos que sustentam o
hospedeiro nutricionalmente através do aumento do nitrogénio, fosforo, ferro, e

outros nutrientes (Bacon e White, 2016).



Alguns trabalhos tém mostrado a importancia dos microrganismos
endofiticos na promog¢ao de crescimento e prote¢cdo da planta frente a patdégenos
(Strobel, 2003; Egamberdieva et al., 2017).

No caso de microrganismos epifiticos, € reconhecido seu papel como
colonizadores, os quais aparecem na rizosfera durante o crescimento e
desenvolvimento da planta e, posteriormente, podem colonizar todas as
superficies da planta, tanto do rizoplano como do filoplano, e que influenciam na
capacidade de promocgao de crescimento vegetal (Gnanamanickam e Immanuel,
2006; Yanni et al., 2011).

O microbioma vegetal pode desempenhar fungbes consideradas como
mecanismos diretos e indiretos. Os mecanismos diretos de promocido de
crescimento vegetal, sdao baseados em tracos funcionais como: sintese de
fitohorménios como o acido 3-indolacético (Castro-Gonzalez et al., 2011), fixagéo
de nitrogénio atmosférico catalisado pela enzima nitrogenase (Santi et al., 2013) e
solubilizacdo de nutrientes insoluveis como os fosfatos (Bashan et al., 2013). Ja
0s mecanismos indiretos estdo envolvidos no estabelecimento destas relagdes
simbioticas, como a protegdo do hospedeiro contra pragas e fitopatogenos (Liotti
et al., 2018) e estresses abidticos, como metais pesados e salinidade (Mello et al.,
2020; Pietro-Souza et al., 2020).

As interagdes que ocorrem entre a planta e a microbiota circundante sao
bidirecionais, pois os microrganismos fornecem beneficios as plantas, e elas
fornecem novas capacidades metabdlicas a sua microbiota, levando a sua
adaptacgao e que podem ter impacto positivo (mutualistico), neutro (comensal ) ou
prejudicial (patogénico) a manutencao da planta (Hassani et al., 2018).

As estratégias que adotam a culturbmica, isto €, abordagens usando
analises multi-dbmicas aliadas as técnicas dependentes da cultura, que séao
baseadas em meios de cultura, sdo comumente adotadas para acessar toda a
colecdo de conteudo genético microbiano do microbioma. Essas estratégias
podem ser eficientemente empregadas na descoberta de novos membros de
microbiomas vegetais e no entendimento de suas interagées com o hospedeiro, ou
seja, desvendar mecanismos envolvidos na associagdo, mecanismos de
adaptacao, coevolugao, explorando novos taxons que promovam condicionamento

e aumento no rendimento de produgao (Sarhan et al., 2019).



A importéncia dos microrganismos promotores de crescimento em plantas,
conhecidos como PGPM (“Plant Growth- Promoting Microorganisms”), tem sido
reconhecida ndo sé na sustentabilidade da agricultura, mas também em outras
areas como a biorremediagao, a producdo de biomassa e combustiveis. Nesses
casos, seu uso pode reduzir substancialmente a poluicdo por pesticidas, o
escoamento de nitrogénio e fésforo, a eutrofizagdo associada das massas de agua
e as emissbes de gases residuais do solo. Quando inoculados, esses
microrganismos produzem aumento da biomassa vegetal acima e abaixo do solo,
que é vital para a retengao de agua, controle de erosao e produgao de bioenergia
em sistemas convencionais e agroflorestais (Abhilash et al., 2016).

No que se refere a cana-de-acucar, inumeros trabalhos realizaram isolamento
de bactérias promotoras de crescimento vegetal (Mehnaz, 2011), focando em tragos
de promogao de crescimento vegetal como, por exemplo, a capacidade de fixagao
de nitrogénio, entre outros (Gillis et al., 1989; Reis et al., 1994; Pan et al., 2001;
Baldani e Baldani, 2005).

Estes trabalhos tem em comum a busca permanente de PGPM na forma de
isolados (Fasciglione et al., 2015) e a pouca recuperagédo do microbioma a partir de
técnicas dependentes de cultura, mostrando que, geralmente, 90-99% da populacéo
de procariontes presentes em diferentes ambientes ndo sao passiveis de isolamento
devido a necessidades nutricionais especificas, e este grupo de nao-cultivaveis
geralmente apresentam um grande potencial genético e biotecnolégico (Schleifer,
2004; Lundberg et al., 2012).

Devido a plasticidade metabdlica dos grupos microbianos € impossivel
fornecer todos os nutrientes e as condicbes necessarias para seu crescimento num
mesmo meio de cultura (Medina et al., 2017). Por isso, é possivel afirmar, que todos
0s meios de cultura tém seletividade por um grupo, e que esse fato € considerado um
gargalo na recuperagédo do microbioma cultivavel associado as plantas (Sarhan et al.,
2019).

Por outro lado, as metodologias classicas, para busca bactérias promotoras de
crescimento em plantas fazem uso de meios de cultura seletivos para o grupo de
interesse para, posteriormente, fazer uma caracterizacio in vitro dos isolados, de
tragcos de promocao de crescimento, como a producao de fitormbnios, fixacdo de
nitrogénio, solubilizagao de fosfatos, entre outros (Ambrosini e Passaglia, 2017). Uma

evidéncia disto sao os diversos trabalhos feitos em cana-de-agucar para o isolamento



de bactérias promotoras de crescimento vegetal de interesse agricola (Mehnaz,
2011).

Diversas metodologias tem sido desenvolvidas para o reconhecimento e
estudo das caracteristicas do microambiente como: pH, oxigénio, salinidade,
disponibilidade de nutrientes, com a finalidade de recuperar ou cultivar
microrganismos, especialmente bactérias, que estdo presentes em ambientes e
somente sao reconhecidos por técnicas independentes de cultura como a
metagendmica (Kaeberlein, 2002; Pham e Kim, 2012; Bodor et al., 2020).

Recentemente, de Souza et al., 2016, realizaram um inventario da estrutura
de comunidades de bactérias e fungos associadas a cana-de-agucar. Nesse
estudo, foram encontradas 10 milhares de Unidades Taxonémicas Operacionais
(Operational Taxonomic Units - OTUs) de bactérias (23.811) e fungos (11.727)
endofiticos ou epifiticos habitando os compartimentos da planta. Os resultados
indicam que a colonizacdo dos compartimentos da planta se da a partir do solo e
para cada 6rgao pode ser observado um padrao distinto de organizagcédo, sendo
cada compartimento o principal determinante nessa organizacdo. O trabalho
reporta a presenga de um microbioma fundamental (“core microbiome”), i.e.,
compreendendo as OTUs que se mantiveram em alta abundancia relativa ao longo

do desenvolvimento da planta, e com papel importante em processos
biolégicos relacionados ao crescimento da planta e em processos fermentativos.

Outros trabalhos do mesmo grupo, foram realizados usando técnicas
dependentes de cultura para a recuperacdo de comunidades associadas a cana
(Armanhi et al., 2016, 2018) apontando uma grande potencial para obtencéo de
comunidades sintéticas com caracteristicas de PGPM e testadas como inoculantes
biolégicos em milho, com resultados promissoérios para culturas de importancia
econdmica (de Souza et al., 2019).

Partindo de um ambiente de cultivo organico poderiamos considerar esse
tipo de amostra como uma fonte rica com potencial para a prospecg¢ao de bactérias
promotoras de crescimento em plantas. Essa consideracdo esta apoiada em
trabalhos ja efetuados comparando os sistemas de cultivo, observando nesse
ambiente maior acumulo de matéria organica, maior diversidade de espécies
microbianas, além do fato de ndo haver uso de insumos quimicos sintéticos que

poderiam ser inibidores de crescimento.



Além disso, também consideramos que seleciona-las em comunidades
poderiamos ter um efeito sinergistico entre bactérias, o qual seria removido caso
estivéssemos trabalhando com isolados.

O anterior revela que ainda existe um potencial para a prospecg¢ao de
comunidades levando em conta a influéncia do sistema de cultura implementado
abordagens integrativas, para a prospec¢ado de comunidades com caracteristicas
de PGPM e observar se o sistema de cultura tem influéncia na composicao e
estrutura de comunidades associadas aos diferentes tecidos e ambientes da
planta. Também consideramos que seleciona-las em comunidades poderiamos ter
um efeito sinergistico entre bactérias, o qual seria removido caso estivéssemos
trabalhando com isolados.

Levando em consideragao que ainda existe uma falta de conhecimento sobre

0 microbioma associado a cana-de-acucar, as interacdes entre as comunidades
presentes em cada tecido, e o uso de metodologias, dependentes e ndo dependentes
de cultura na busca de bactérias promotoras de crescimento vegetal. O presente
trabalho teve como objetivo: 1) a prospecgdao do microbioma cultivavel associado a
cana-de-acucar em duas condi¢cdes de cultivo contrastantes, a partir da recuperagao
de comunidades de bactérias a partir de solo rizosférico, raiz, colmo e folha, tanto
epifiticas como endofiticas. 2) selecionar um grupo de comunidades a partir da
prospecc¢ao in planta usando Cynodon dactylon, aumento da biomassa quando
inoculadas em Brachiaria ruziziensis, e quantificacdo de tracos de promocado de
crescimento vegetal e caracteristicas fisiolégicas e 3) identificar a partir de
sequenciamento da regido V3-V4 do gene 16s rRNA a estrutura e composigédo das
comunidades de bactérias a fim de compreender as relagbes entre os membros das
comunidades, identificar relaciones de sinergismo a partir de analises de co-

ocorréncia e potencial metabdlico.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Cana-de-agucar: importancia



A cana-de-agucar € uma planta C4 com elevada eficiéncia fotossintética, ou seja,
possui uma alta taxa de conversao fotossintética, proporcionando maior acumulo de
biomassa.

A cultura da cana-de-agucar é considerada uma das culturas mais importantes
para a economia mundial, e é plantada em mais de 100 paises, desde o nivel do mar
até climas mais temperados. Segundo a FAO, no ano 2018, foram produzidas mais
de 1,91 bilhdes de toneladas no mundo (White et al.,, 2020), demostrando a
importancia econdmica desta cultura para a economia mundial, convertendo-a em

uma “commodity” de alta importancia.

O Brasil é considerado o maior produtor de cana-de-agucar do mundo com
uma area cultivada de 8 589,2 mil hectares, e a partir das quais foram obtidas
aproximadamente 620,41 milhdes de toneladas desta cultura na safra 2018/2019
(Camargo et al., 2020).

A cultura da cana-de-agucar é responsavel por fornecer a matéria-prima para
a producao de acucar e etanol (alcool etilico). O agucar é obtido a partir do caldo
concentrado, extraido do colmo (caule), o qual é rico em sacarose. O etanol é
produzido a partir de processo fermentativo desse caldo, e pode ser utilizado na
producdo de bebidas alcodlicas, além de combustivel (Meghana e Shastri, 2020).
Além disso, a cana-de-acucar pode ainda servir como fonte de biomassa para a
producao de etanol a partir da fermentacédo dos agucares obtidos apds hidrélise de
polimeros de carboidratos complexos, encontrados em residuos lignocelulésicos
(pectinas, celulose, hemicelulose e lignina) presentes nas paredes das células
vegetais (bagago e a palhada). Neste sentido, esta cultura pode ser considerada a
principal fonte de biomassa para producdo de biocombustiveis devido a alta
quantidade e disponibilidade da matéria-prima a um custo reduzido (Cardona et al.,
2010).

Os residuos do processamento da cana-de-acucar oriundos da industria
sucroalcooleira, tais como a vinhaca (residuo do processo de destilagcao fracionada
do caldo de cana-de-agucar fermentado para a produgao de etanol) e a torta de filtro
(residuo proveniente da filtracdo do caldo extraido das moendas), apresentam
grande concentracdo de nutrientes como nitrogénio, fosforo e potassio, matéria

organica, dentre outros, e sao utilizados no cultivo para aumentar a produtividade



dos canaviais (MARQUES, 2006; Moran-Salazar et al., 2016). Outro residuo
aproveitado na agricultura é a cinza proveniente da queima do bagacgo, que é rica
em potassio, na forma de biochar (Borges et al., 2020) e como material componente
de concretos (Loganayagan et al., 2020). A aplicacdo desses residuos possui
beneficios econdmicos e ambientais, uma vez que promovem a redugdo da
necessidade do emprego de fertilizantes sintéticos e evitam a contaminagcéo do meio

ambiente.

A cana-de-agucar tem sido alvo de melhoramento genético, apesar dos
desafios impostos pela sua estrutura genética, pois € uma planta com alto nivel de
poliploidia. Uma evidéncia disso séo as diferentes variedades obtidas com diferentes
niveis de produtividade (Moore e Botha, 2013). Nota-se até mesmo o
desenvolvimento de variedades transgénicas de propdsito especifico, orientadas a
producdo de alcool de segunda geragao a partir do bagacgo, devido a alta produgéo
de fibra como consequéncia da inser¢ao e expressao do gene AVP1 que codifica a
enzima pirofosfatase (Bhatti et al., 2019), responsavel por conferir resisténcia a
condicbes de estresse salino e seca, melhorando o desempenho da planta
(Pasapula et al., 2011).

2.2.Microrganismos associados as plantas

Os microrganismos associados as plantas estabelem diversos tipos de

relagdes que podem ir desde relagbes mutualistas até relagcdes de tipo parasitica.

As interagdes entre as plantas e os microrganismos podem acontecer de
diferentes formas: simbiose ou endossimbiose com diferentes graus de proximidade

com as raizes e outros tecidos das plantas (Bacon e Hinton, 2006).

Desde o ponto de vista da produtividade agricola, as relagcbes mutualistas,
onde ha um beneficio mutuo entre a planta e os microrganismos associados, € muito
importante, pois, em muitos casos, 0 sucesso de uma cultura, em termos de

rendimento da producao, pode estar vinculado diretamente a estes tipos de relagdes,



entre outros beneficios (Batista et al., 2018). Esses tipos de relagdes tém sido

amplamente estudadas e constituem o foco deste trabalho.

A camada de solo mais proxima das raizes, denominada rizosfera, € o lugar
com maior numero de interagdes entre a planta e os microrganismos, sendo o solo
o principal reservatério de rizobacterias promotoras de crescimento vegetal (“Plant
growth-promoting rhizobacteria” - PGPR) (Bhattacharyya e Jha, 2012). A rizosfera
compde um habitat ideal para os microrganismos, ja que nesta regidao encontram-se
uma gama de compostos liberados pelas plantas, os exsudatos, que sao utilizados
no metabolismo e crescimento microbiano, tais como agucares, lipidos, proteinas,

acidos orgéanicos e aminoacidos (Rout, 2014).

A interacdo dos microrganismos com as plantas na rizosfera pode ocorrer de
diferentes formas: microrganismos de vida livre localizados na matriz do solo
rizosférico, microrganismos associados a superficie da raiz da planta ou rizoplano, e
microrganismos que se encontram dentro dos tecidos da raiz, nos espacgos
intercelulares ou intracelulares. Este ultimo grupo de microrganismos é conhecido

como endofiticos (Andreote et al., 2009; Santoyo et al., 2016).

O aprimoramento na captacdo de nutrientes essenciais para as plantas
através da acdo microbiana representa um dos tracos de maior interesse na busca
de microrganismos promotores de crescimento vegetal (“Plant growth-promoting
microbes” PGPM) (Schlaeppi e Bulgarelli, 2015). Grande parte destes
microrganismos apresentam genes que conferem capacidade metabdlica para
realizar reagdes complexas de forma esponténea, tornando-os uma alternativa
ecologicamente sustentavel reduzindo o uso dos fertilizantes quimicos que visam

suprir deficiéncias nutricionais (Owen et al., 2015).

No trabalho de Berendsen et al. (2012) foram identificadas varias fungdes e
analogias entre o papel do microbioma das plantas e o microbioma do corpo humano
em varios aspectos. O microbioma associado ajuda na melhor absor¢do de
nutrientes em ambos casos, pois, nas plantas, as bactérias, fungos e micorrizas
ajudam na absor¢cdo e mineralizacdo de nutrientes, assim como ocorre com a
microbiota presente no intestino humano, podendo prevenir a colonizacdo de
patdgenos por antagonismo, competindo e produzindo enzimas ou expressando

outros mecanismos (da Silveira et al., 2019).
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E em relagédo a densidade e diversidade dos microrganismos associados, o
microbioma de cada organismo é caracterizado pelo alto numero de células em
determinados compartimentos - por exemplo na planta, a rizosfera, rizoplano e raiz,
sdo os lugares com maior contagem de microrganismos - onde acontecem as
principais reagdes de transformacéo e entrada de nutrientes. Da mesma forma, no
corpo humano, o intestino grosso seria 0 equivalente, pois possui a maior contagem

e diversidade de bactérias, fungos e leveduras (Berendsen et al., 2012).

Por ultimo, ressalta-se o papel do microbioma manutencao da saude e a
homeostasia dos solos. O estado de saude é dado pela presengca de grupos
especificos de bactérias e fungos, o qual foi testado por Huang et al.,( 2020) ao
inocular Pseudomonas flurescens, Bacillus subtilis e Paecilomyces lilacinus, em
solos infestados com nematoides obtendo uma resposta de declinio destes e
identificando caracteristicas que podem ser consideradas chaves para solos

saudaveis.

Por fim, num trabalho que recolhe dados sobre diferentes estudos do
microbioma de diferentes ambientes com a finalidade de encontrar elementos
comuns, Banerjee et al., (2018) identificam uma serie de taxons associados a
diferentes ecossistemas, que incluem ecossistemas aquaticos, solos (florestais e
agricolas) e pastagens. Estes taxons, comuns e predominantes, se constituem como
indicadores da estabilidade destes ambientes. No caso de pastagens foram
identificados: Burkholderiales, Sphingobacteriales, Clostridiales, Actinomycetales e
Acidobacteria. No caso de solos de floresta: Actinomycetales, Acidobacteria,
Rhizobiales, Burkholderiales, Clostridiales, Sphingobacteriales, Rhodobacteriales e
Verrucomicrobia, e no caso de solos agricolas foram os seguintes: Gemmatimonas,
Acidobacteria, Xanthomonadales, Rhizobiales, Burkholderiales, Solirubrobacterales

e Verrucomicrobia.

2.3.Microrganismos promotores de crescimento em plantas (“plant growth-
promoting microorganisms — pgpm”)
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Diversos microrganismos associados as plantas podem promover uma série
de beneficios, e estes séo referidos na literatura como microrganismos promotores
de crescimento (PGPM) (Abhilash et al., 2016). Os PGPM séao fundamentais para o
desenvolvimento vegetal pleno e podem atuar para beneficio das plantas de diversas
formas, direta ou indiretamente, seja favorecendo a obtengdo de nutrientes,
sintetizando compostos, atenuando e prevenindo doengas, entre outras (Vejan et al.,
2016).

As PGPR (“plant growth-promoting rhizobacteria”) podem ser classificadas em
dois tipos, dependendo de sua localizacdo na planta e das células do hospedeiro:
um primeiro grupo de PGPR, presentes no ambiente extracelular chamadas de
ePGPR (“extracelular plant growth-promoting rhizobacteria”), e um segundo grupo
chamado de iPGPR (“intracellular plant growth-promoting rhizobacteria”). As
primeiras (ePGPR) s&o encontradas na rizosfera e rizoplano ou nos espagos
intercelulares das células do cortex radicular. Ja as iPGPR s&o encontradas em
estruturas especializadas da raiz, como no caso dos nédulos (Martinez-Viveros et
al., 2010; Vejan et al., 2016).

As bactérias PGPR apresentam uma série de caracteristicas ou tragos
metabdlicos que sdo responsaveis pela modulacido e alteracbes positivas na
fisiologia da planta. A fixagdo de nitrogénio atmosférico, solubilizacdo de fésforo e
potassio, producdo de fitohormbnios, producdo de sideroféros, produgdo de
exopolisacarideos e rhizoremediacdo, sdao chamados de mecanismos diretos,
mientras que a tolerancia ao estresse abidtico e bidtico, resisténcia a doencas:
antibioses, resisténcia sistémica induzida (ISR), produ¢do de enzimas protetoras,
compostos organicos volateis (VOC’s) sdao chamados de mecanismos indiretos
(Bhattacharyya e Jha, 2012; Kumar e Verma, 2018).

A seguir serédo apresentados os principais tragos de promog¢ao de crescimento

vegetal dos mecanismos citados.

Fixagcao biolégica de nitrogénio: O nitrogénio € um nutriente fundamental
para todas as formas de vida, necessario para a sintese de biomoléculas, como
proteinas e acidos nucleicos. Embora a forma gasosa (N2) deste elemento seja
abundante na atmosfera, as plantas nao sdo capazes de absorvé-la diretamente.

Logo, para impedir a falta deste nutriente e garantir boa produtividade nas
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plantacdes, € comum o uso de fertilizantes quimicos contendo este elemento (de
Souza et al., 2015). No entanto, PGPM diazotroficos, realizam a fixagao biolégica de
nitrogénio (FBN), processo que converte o N2 em sua forma amoniacal (NHs), sendo

este biodisponivel para a absorgao vegetal (Zgadzaj et al., 2016).

Apesar da grande diversidade de PGPM diazotréficos conhecidos, a base do
processo de FBN ocorre pela enzima nitrogenase, composta por proteinas
codificadas pelo grupo de “operons” nif (Angel et al., 2018). Plantas da familia
Fabaceae possuem relagbes simbidticas com bactérias diazotroficas presentes no
solo, conhecidas como rizébios (familia Rhizobiaceae). Os rizébios se estabelecem
em nodulos radiculares, que possuem baixa concentragdo de oxigénio, condigéo
necessaria para o processo de FNB, uma vez que o oxigénio € um conhecido inibidor
da nitrogenase (Ahmad et al., 2012; Rosenblueth et al., 2018).

A inoculacdo de PGPM fixadores de nitrogénio em cultivos, com o propdsito
de suplementar este nutriente, ja € bem estabelecida, com inumeras linhagens
comerciais disponiveis, cuja eficiéncia em aprimorar o fithess de plantas de interesse
agronbmico € comprovada. Dentre estas encontram-se espécies dos géneros
Azospirillum, Rhizobium e Azotobacter (Baldani e Baldani, 2005; Baldani et al.,
2014).

Solubilizagdo de fosfatos: O fosforo € nutriente limitante para o
desenvolvimento das plantas, fazendo parte da estrutura dos acidos nucléicos e
fosfolipidios, além de ser um elemento chave para diversas reagdes metabdlicas.
Embora seja um elemento comum no solo, esta predominantemente em formas
insoluveis, as quais ndo sdo absorvidas pelas plantas, fazendo-se necessario o0 uso
de fertilizantes fosfatados para suprir sua deficiéncia (Sarabia et al., 2018; Qiao et
al., 2019). No entanto, as plantas sdo capazes de absorver pequenas concentragdes
destes fertilizantes, com o excedente residual convertendo-se em formas insoluveis

e que podem causar impactos ambientais (Backer et al., 2018).

Alguns microrganismos sao capazes de transformar o fosforo insoluvel em
ions absorviveis pelas plantas por meio de processos de solubilizagédo e
mineralizagdo do fésforo inorgénico (Pi) e organico (Po) presente solo,
respectivamente. Os PGPM solubilizadores de Pi realizam este processo através da

secrecgao de acidos organicos de baixo peso molecular, tais como acidos glicélicos,
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citricos, lacticos, entre outros (Rodriguez e Fraga, 1999). A mineralizag&o de Po, por
sua vez, ocorre apos a decomposi¢cdo da matéria organica presente no solo, da qual
restara uma série de moléculas organicas contendo Po, que sao entao,
desfosforiladas por PGPM produtores de fosfatases (Roca et al., 2013; Zhang et al.,
2015).

Producao de sideroféros: as PGPM também desempenham um importante
papel na disponibilizacao de ferro no solo, visto que, assim como o fésforo, apenas
uma pequena parcela se encontra em seu estado soluvel e a biodisponibilidade é
baixa (Al Shaer et al., 2020). Estes PGPM secretam moléculas chamadas de
sideroféros, que possuem baixo peso molecular e alta afinidade com ions de ferro.
Estas moléculas sequestram ions férricos (Fe*®) presentes no solo e que, apos
serem transportadas para o interior celular, sdo reduzidos a ions ferrosos (Fe*?),
tornando-se disponiveis para a absor¢ado vegetal (Dimkpa, 2016; Li et al., 2016).
Masalha et al., (2000), reportaram a importancia destes microrganismos para a
obtencgao de ferro, apds demonstrarem que girassois (Helianthus annuus) cultivados

em meios estéreis tiveram crescimento deficiente atribuido a falta de ferro.

Fitormonios: Estima-se que 80% dos microrganismos presentes na rizosfera
possam produzir reguladores de crescimento vegetal (Batista et al., 2018) que,
apresentam capacidade de regular diversos processos relacionados ao crescimento
e desenvolvimento das plantas, por meio de alteragdes fisioldgicas e morfoldgicas.
Os reguladores de crescimento vegetal sao classificados em grupos, sendo os mais
comuns: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e &acido abscisico (Baetz e
Martinoia, 2014).

As auxinas participam dos processos de tropismo, dominancia apical,
diferenciagao tecidual, formacao de raizes, pelos radiculares, dentre outros. O
composto mais conhecido desta categoria € o acido indol-3-acético (AlA), sintetizado
naturalmente por plantas e bactérias (Madhaiyan et al., 2004; Tsukanova et al.,
2017). A producao de AIA corresponde ao principal mecanismo acerca dos efeitos
benéficos dos PGPM (Silveira et al., 2016).

Bactérias rizosféricas, como as dos géneros Azospirillum, Agrobacterium,
Pseudomonas e Erwinia, figuram como as principais produtoras de AlA, atuando

principalmente no aumento de densidade radicular (Taulé et al., 2012; Shen e
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Fulthorpe, 2015; Barra et al.,, 2016). Da Costa et al. (2014) demonstraram que
bactérias endofiticas de raiz, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, apresentam
tracos genéticos que apontam para uma alta producédo de AlA. Dobbelaere et al.,
(1999), ao testarem o papel da producao de AlA pela bactéria Azospirillum brasilense
na promocado de crescimento, verificaram que plantas inoculadas com cepas
selvagens apresentaram aumento consideravel na quantidade de pelos radiculares.
Em contrapartida, as plantas inoculadas com cepas mutantes de A. brasiliense,
contendo insergdes no gene ipdC (indol-3-piruvato descarboxilase) que codifica uma

enzima chave na produgao da AlA, ndo demonstraram qualquer beneficio.

Genes relacionados a produgao de giberelinas e citocininas também sé&o
encontrados em PGPM; porém, o papel destes compostos sintetizados por
microrganismos, bem como 0s mecanismos por tras de tal produgao, ainda ndo sao
totalmente compreendidos (Abhilash et al., 2016). No entanto, alguns resultados
benéficos podem ser observados apds a inoculagdo destes PGPM. Khan et al.
(2014), reportaram aumento significativo no tamanho de brotos, raizes e conteudo
clorofilico de tomateiros inoculados com as bactérias produtoras de giberelina, do
género Sphingomonas. Em estudo posterior, evidenciou-se a capacidade destas
bactérias em aumentar a resisténcia de plantas ao estresse salino (Davis et al.,
2018).

Arkhipova et al., (2005), através da inoculagao de Bacillus subtilis em alface,
evidenciaram um aumento de concentragdo enddgena de citocinina, além de um
maior tamanho dos brotos e raizes das plantas inoculadas. Liu et al., (2013)
relacionaram a produgéo de citocininas de B. subtilis a capacidade de brotos de
pinheiros (Platycladus orientalis) resistirem ao estresse hidrico em ambientes aridos.
Contudo, PGPM aparentam produzir menores concentragdes de citocininas quando
comparados a fitopatdbgenos que também produzem estes compostos. Logo, a
quantidade produzida desta classe de reguladores pode ser um fator determinante

entre o efeito estimulante ou inibidor do crescimento vegetal (Arkhipova et al., 2005).

Indugao de resisténcia sistémica: Os beneficios das PGPM nao se limitam
apenas as bactérias. Em um trabalho recente desenvolvido por Sharma e Sharma,
(2017), usou-se uma combinacdo do fungo Rhizophagus irregularis e bactérias
PGPR Pseudomonas jessenii strain R62 e Pseudomonas synxantha strain R81 em

plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. PT-3). Avaliando as trocas
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bioquimicas e fisiologicas durante a infecgdo com o nematodeo fitopatogénico
Meloidogyne incognita, verificou-se em uma melhor tolerédncia e diminuicdo dos
efeitos da infeccdo e um aumento na producao de enzimas com papel na defesa da

planta: peroxidase, polifeniloxidase e superdxido dismutase.

Mecanismos de indugao da resisténcia sistémica: As infe¢des produzidas
por bactérias, fungos ou virus, podem induzir a sintese de um tipo de resposta na
maioria das plantas. Inicialmente, essa resposta € um sinal localizado no lugar da
infeccado que pode se espalhar por toda a planta. Dentro deste sinal, o acido salicilico
se encontra vinculado ao mecanismo chamado SAR (systemic acquired resistance).
Dentro deste sistema, o acido salicilico possui um papel muito importante (Shah,
2003; Vot et al., 2009). O sistema de resisténcia adquirida (SAR) € ativado apos
ataque de um patdgeno, reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS) de bactérias
gram-negativas, flagelina, glicanos de parede celular e peptideoglicano. Depois de
reconhecer o sinal, a planta expressa diferentes tipos de mecanismos de resposta,
que incluem producdo de determinadas proteinas, fitoalexinas com capacidade
antimicrobiana, endurecimento de parede celular, sinais que podem chegar até

partes distantes da planta quando s&o transportadas pelo floema (Kumar, 2014).

O sistema ISR (/Induced systemic resistance) pode ser iniciado pela
colonizagdo de PGPR ou fungos. Este sistema e o sistema SAR sao sistemas
diferentes e independentes. O sistema ISR depende do acido jasménico (JA) e o
etileno (ET) (Kumar, 2014; Burketova et al., 2015) e pode ser definido como o estado
em que a planta apresenta um alto nivel de resisténcia aos fitopatdogenos pela
ativacdo prévia de rotas de defesa geneticamente programadas. Devido a
importancia deste sistema e dos microrganismos PGPM para a agricultura moderna,
seu estudo tem sido desenvolvido com profundidade e varios trabalhos avaliam o
uso e o efeito na indug&o de resisténcia sistémica na planta inoculada (Choudhary
et al., 2007).

A ativacdo do ISR na planta, depende de diferentes tipos de moléculas
expressas pelas bactérias PGPR: lipopolissacarideos de parede celular (Sumayo et
al., 2013), producdo de sideroforos, acido salicilico (Choudhary et al., 2007),
lipopeptideos ciclicos (De Vleesschauwer et al.,, 2008), enzimas liticas para
degradacgao de parede celular tais como: (3-1,3-glicanase, chitinase, celulase, e

protease (Olanrewaju et al., 2017), e exopolisacarideos secretados no meio externo
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da célula (Haggag e Timmusk, 2008). Varios deles podem ser sintetizados ao mesmo

tempo em diferentes locais da planta como a rizosfera e o filoplano.

2.4 Microbioma fundamental associado as plantas e construgao de
comunidades sintéticas

A presenca redundante de fungdes no microbioma associado a diferentes tecidos
da planta tem sido identificada como um aspecto comum, e isto tem levado a
identificar que estas fungcbes podem ser desempenhadas por um numero reduzido
dos membros que constituem essas comunidades e que beneficiam as plantas em
diferentes aspectos (Shade e Handelsman, 2012; Bulgarelli et al., 2013;
Vandenkoornhuyse et al., 2015; Banerjee et al., 2018). Estas fungdes podem ser
observadas a partir das analises bioinformaticas, onde existem sobreposicdes de
determinadas funcbes a partir da comparacao entre comunidades de diferentes
nichos, estabelecendo um microbiome core, que é definido como o conjunto de
membros compartilhados entre consércios microbianos de habitats semelhantes, e é
representado pelas areas sobrepostas de circulos em diagramas de Venn (Shade e
Handelsman, 2012).

De modo geral, o microbioma associado ao hospedeiro, e presente em
praticamente todos os tecidos, fornece uma série de beneficios a saude e bem-estar
geral, conhecidos como fitness. Este microbioma pode ser acessado e selecionado a
partir da resposta fenotipica do hospedeiro com a finalidade de gerar beneficios
especificos. O uso deste tipo de abordagem é conhecido como sele¢do microbioma
mediada pelo hospedeiro (Mueller e Sachs, 2015). O fato de conhecer as diferentes
fungdes dos membros das comunidades associadas aos diferentes tecidos, no caso
das plantas, tem levado a aplicagédo deste tipo de abordagem direcionada a tecidos
como raiz (Martinez-Hidalgo et al., 2019) devido a alta diversidade e quantidade de
microrganismos, que podem colonizar outros tecidos da planta melhorando o fitness

da mesma, assim como outros tipos de beneficios (Quiza et al., 2015).
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A aplicacéo dessas abordagens tem levado ao desenvolvimento de comunidades
sintéticas (Alnahhas et al., 2020), cuja maioria destes consoércios microbianos
construidos como inoculantes de plantas, vieram da metodologia empirica de
combinar microrganismos benéficos com multiplas fungdes baseada na selegao de

fendtipos ideais (Qin et al., 2016).

Atualmente, estes tipos de abordagem tém se beneficiado das técnicas de
sequenciamento de alto rendimento e analises bioinformaticas na busca dos melhores
candidatos, os quais sado posteriormente testados e avaliados como possiveis
colonizadores dos diferentes tecidos da planta (de Souza et al., 2019), e
desenvolvidos como inoculantes comerciais disponiveis no mercado (Mhlongo et al.,
2018)

2.5 Culturomica como ferramenta para o acesso e prospecg¢ao do
microbioma cultivavel associado as plantas

As ferramenta dependentes de cultura, usadas para acessar o microbioma das
plantas, sdo baseadas principalmente em culturébmica, ou seja, no uso de meios de
cultura com a finalidade de recuperar uma fragao do microbioma cultivavel para obter
bactérias, arqueias, fungos e leveduras, na forma de culturas puras que possam ser
identificadas, sequenciadas, e seus genomas montados e anotados. Isso provera
informagdes sobre sua classificagao, genética e fisiologia, sendo considerados como
dados de maior qualidade frente a dados metagendmicos (Sarhan et al., 2019).

A culturédmica integra uma série de técnicas dependentes e n&o dependentes
de cultivo, entre as quais estdo o uso de meios de cultura adequados para a
recuperagcao de microrganismos presentes em certos ecossistemas, emulando as
condi¢des nutricionais e ambientais para o desenvolvimento dos microrganismos com
a finalidade de superar o problema da pouca culturabilidade de muitas espécies de
bactérias (Epstein, 2013).

Os meios de cultura geralmente sao seletivos, pois ndo suportam o

crescimento de todos os grupos de microrganismos, sendo possivel encontrar meios
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de cultura que conseguem, até certo ponto, reproduzir as condi¢des nutricionais de
um nicho. Isso pode ser observado em formulagdes que tém, entre seus
componentes, extratos vegetais como, por exemplo, o meio batata dextrose para
crescimento de fungos filamentosos e leveduras em geral (Hermann Desire et al.,
2014). Um outro exemplo sdo os meios que contém extrato de solo para o cultivo de
bactérias de solo, como é o caso dos meios usados para isolar, identificar € manter
bactérias fixadoras de nitrogénio (Baldani et al., 2014).

E possivel aplicar o mesmo principio no desenvolvimento de meios que
possam recuperar um numero maior de microrganismos de determinado ambiente,
através do reconhecimento das condi¢des nutricionais do meio em que se encontram
esses microrganismos, fisiologia de grupos microbianos de interesse e busca de
tracos funcionais ou atividade metabdlica especifica com a finalidade de selecionar
grupos de interesse.

Ferramentas para o estudo do microbioma associado as plantas incluem
isolamento, caracterizagao e inoculacdo em plantas modelo para testes in planta ou
inoculadas diretamente em culturas relacionadas. Um exemplo € o trabalho
desenvolvido por Verma et al.,( 2018), onde exploram o potencial de bactérias PGPR
isoladas de sementes de Leersia oryzoides L., relacionada ao arroz (Oryza sativa).
Isolaram bactérias dos géneros:  Pantoea, Pseudomonas, Microbacterium,
Paenibacillus e Chryseobacterium. Os isolados foram testados em sementes de
arroz e grama Bermuda (Cynodon dactylum) encontrando efeitos da inoculagdo no
crescimento de plantas de arroz, colonizagao de tecidos e outros tragos de promogao
de crescimento, demostrando a compatibilidade do microbioma cultivavel entre
plantas relacionadas. Um trabalho semelhante foi desenvolvido por Shehata et al.,
(2017), onde foi testado um grupo de isolados de milho ancestral e comercial (Zea
mays ssp. mays, Zea mays SSp. mexicana e Zea nicaraguensis) do centro e norte
americanos para avaliar promogéo de crescimento vegetal. Avaliou-se parametros
de aumento do peso fresco da raiz e parte aérea como resultado da inoculagao de
azevem anual (Lolium multiflorum), e por ser uma graminea, os autores demostraram

a compatibilidade de microrganismos PGPR entre plantas da familia Poaceae.

Por outro lado, existem abordagens dentro da culturbmica em que a
recuperacao de microrganismos esta voltada para uma caracteristica especifica, por

exemplo, o metabolismo do acido1-carboxilico-1-aminociclo-propano (ACC) pela
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enzima acc-desaminase (Glick, 2005). Neste caso, o meio de cultura devera ser
qguimicamente definido e contar com o substrato ACC, como no caso do meio Dworkin
and Foster (1958) o qual foi usado por Penrose e Glick, (2003) e suplementado com
ACC 3 mM com unica fonte de carbono, para induzir o crescimento de bactérias que

potenciais metabolizadores desta molécula.

2.6 Metagenémica e metataxonémica: ferramentas independentes de
cultura para o acesso ao microbioma

O estabelecimento de novas abordagens no estudo de diversidade genémica
e fungdo génica de microrganismos ditos “n&o cultivaveis”, decorre da dificuldade em
cultivar grande parte da microbiota presente na natureza, estima-se que apenas algo
entre 0,1 e 1,0% sejam cultivaveis por meio de métodos tradicionais de cultivo
(Torsvik et al., 2002; Streit e Schmitz, 2004).

Basicamente, a metagendmica esta dividida em duas abordagens principais -
estrutural e funcional - que visam investigar aspectos diferentes relacionados a
comunidade microbiana e ao ambiente. A abordagem de metagenémica estrutural
consiste em estudar a organizagdo da comunidade a partir da identificacdo dos
microrganismos presentes em amostras ambientais, ou ainda, na reconstru¢ao das
complexas redes metabdlicas para compreender as funcdes estabelecidas entre os
membros da comunidade. Ja a metagenémica funcional visa identificar genes que
codificam fungdes de interesse, com propdsito de realizar triagens baseadas em
atividades especificas (Alves et al., 2018).

Estudos baseados na diversidade taxondmica, que consistem em avaliar quais
sdo 0s microrganismos presentes em uma determinada amostra ambiental, sdo
denominados de metataxonémica (Marchesi e Ravel, 2015), ou “metabarcoding”
(Dormontt et al., 2018; Lamb et al., 2019). Este tipo de abordagem, utilizando genes
marcadores, tais como o gene da subunidade ribossomal menor 16S (gene 16S
rRNA) para bactérias e arqueas (Janda e Abbott, 2007) e o espacgador interno
transcrito (ITS, do inglés “Internal transcribed spacer”) para fungos (Schoch et al.,

2012), sao frequentemente referidos como estudos metagenémicos devido a origem
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da amostra, neste caso, a amostra € considerada como uma amostra metagendmica,
mas ndo a abordagem em si, pois neste tipo de analise o estudo esta focado em um
unico gene, € nao no conteudo génico total da amostra (Quince et al., 2017).

Um outro aspecto relevante quanto ao procedimento experimental é no caso
em que a microbiota alvo encontra-se associada a um hospedeiro, onde processos
adicionais de purificagdo podem ser demandados, uma vez que o material genético
do hospedeiro pode afetar significativamente a composigéo final de DNA que sera
sequenciado, em detrimento da porgao microbiana (Thomas et al., 2012). Técnicas
como fracionamento fisico, lise seletiva de DNA do hospedeiro, dentre outras formas
de enriquecimento do material alvo, podem ser implementadas a fim de minimizar
contaminagao por DNA nao desejado (Burke et al., 2009; Thomas et al., 2012).

Dentre os marcadores mais utilizados incluem-se: o gene 16S rRNA e ITS, que
possuem tais caracteristicas (Janda e Abbott, 2007). Além do gene marcador, a
escolha da regido especifica a ser amplificada, e posteriormente sequenciada, deve
ser feita de acordo com o objetivo almejado, sendo que a resolugdo destas para
designar taxons, mesmo dentro de grupos taxonémicos especificos, pode variar
(Bukin et al., 2019). Chakravorty et al. (2007) demonstram, por exemplo, que as
regides hipervariaveis V2 e V3 do gene 16S rRNA sdo as mais adequadas para
distincdo de géneros patogénicos de enterobactérias. No entanto, a regiéo
hipervariavel V4 desse mesmo gene tem sido adotada como padrdo no estudo de
comunidades bacterianas nos mais diversos tipos de amostras, possuindo amplo
suporte na literatura e protocolos dedicados, além de ser recomendada por
consoércios internacionais, como o “Earth Microbiome Project” - EMP (Bikel et al.,
2015).

A analise de dados de amplicons pode variar consideravelmente no modo e
ordem em que os processos podem ser realizados. De forma geral, o fluxo de trabalho
pode ser resumido pelas seguintes etapas: controle de qualidade, agrupamento e
contagem de sequéncias, designacdo (ou atribuicdo) taxondmica e analises
posteriores, tais como as de avaliagdo de diversidade e de associagbes com o0s
parédmetros ambientais (Plummer e Twin, 2015).

No trabalho de investigagao profunda de microrganismos associados a cana-
de-agucar realizado por Yeoh et al. (2017), reportou-se o microbioma essencial de
raiz de cana-de-agucar, considerando a influéncia de fertilizantes nitrogenados, a qual

foi baixa para determinar a abundancia de organismos diazotroficos. Nesse trabalho
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foram obtidos dados de sequenciamento de amplicons 16S para 432 amostras, sendo
216 associadas a raizes (rizosfera, rizoplano e endofiticos de raiz) de 3 cultivares,
além de 216 de solos virgens, considerando 2 tipos de solo e 2 localizagbes
geograficas em 2 estagdes. Foram identificadas 12.199 OTUs a partir de 1,2 milhdo
de leituras de amplicons obtidas com 454 FLX Titanium. O Sequenciamento Completo
de Metagenomas (“Whole Metagenome Sequencing” - WMS) a partir de um
subconjunto das mesmas amostras foi realizado no lllumina HiSeg2500 gerando em
torno de 1 bilhdo de leituras (2 x 150 pb), a partir das quais foram identificados genes
relacionados ao metabolismo do nitrogénio (i.e., aos processos de fixacdo de
nitrogénio, hidrélise de ureia, nitrificacdo, desnitrificacdo e reducgao
assimilatéria/dissimilatéria do nitrato). A abundancia relativa desses genes assim
como a de organismos diazotréficos nao sofreu grande influéncia de acordo com a
fertilizagdo. Com isso, os autores concluiram a baixa influéncia da fertilizagdo no
microbioma.

Em trabalho anterior, PISA et al. (Pisa et al., 2011), com proposta semelhante,
chegaram a mesma conclusao sobre a influéncia da fertilizagao nitrogenada. Foram
encontradas apenas 200 OTUs. J& NAVARRETE et al. (Navarrete et al., 2015)
encontraram alteragdes significativa de acordo com os tratamentos considerados em
seu estudo de avaliagéo do efeito da adicéo de fertilizantes organicos e inorganicos,
e retengcao de palhada na comunidade microbiana do solo com cultivo de cana-de-
agucar em experimento controlado em cada de vegetagdo. Neste ultimo caso, os
dados foram de WMS de amostras de solo sob diferentes tratamentos. Esses
trabalhos recém-publicados (Navarrete et al., 2015; de Souza et al., 2016; Yeoh et al.,
2017), assim como outros, que consideraram microrganismos no solo ou em
associacao com as plantas, demonstraram que a utilizagdo das tecnologias NGS
permitiu descobertas antes limitadas pela baixa capacidade de amostragem para
avaliar riqueza e diversidade.

Por fim, podemos afirmar que as analises de dados de sequenciamento
(“Targeted Amplicon Sequencing “ — TAS ou “Whole-metagenome Sequencing” —
WMS) séo essenciais para determinar de forma mais compreensiva a diversidade e
estrutura das comunidades microbianas associadas a cana-de-agucar. Porém, sao
complementares aos estudos que vém sendo realizados para a caracterizacao
bioquimica de isolados (Pisa et al., 2011; Silveira et al., 2016) e avaliacao efetiva dos
beneficios as plantas (MARCOS et al., 2016).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Coleta de Material vegetal

Plantas de cana-de-agucar do cultivar CTC9001 (Centro de Tecnologia Canavieira,
Piracicaba, SP, Brasil) foram coletadas a partir de dois talhdes com idade de 11-12
meses, em fazendas com diferentes tipos de manejo agronémico, na regidao do
municipio de Jaboticabal, SP, Brasil. Fazenda S&o José (Coordenadas 21°11°41.90"S,
48°14’35.62"W), e Fazenda S&o Sebastido (Coordenadas 21°11°55.56"S,
48°14’46.17"W). As duas fazendas se distinguem pelo método de manejo da cultura de
cana-de-agucar.

Na Fazenda Sao José é utilizado o sistema de manejo organico (produgéo organica
certificada a partir do ano 2.006), e na Fazenda Sao Sebastido, o sistema de manejo
convencional. Amostras compostas de solo foram coletadas para avaliacdo das
propriedades quimicas dos solos (Tabela 1).

As coletas foram realizadas em dois talhdes separados por uma distancia de
aproximadamente 100 metros a partir de 8 pontos, com 4 a 5 dias de diferenca para
cada ponto de coleta, no periodo entre fevereiro e margo de 2018 (Figura 1). Na coleta
foram considerados, no minimo, 2 individuos no entorno, devidamente organizados por
tecido. Dessa forma, folhas, colmos e raizes foram armazenados em sacos estéreis e
transportadas em caixa térmica com gelo até o laboratorio onde foram processados

imediatamente.

3.2.Processamento do material vegetal para obtengcdo de comunidades

endofiticas e epifiticas
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Para acessar as comunidades epifiticas referentes aos tecidos das folhas,
colmos e raizes da cana-de-agucar, foi realizada lavagem dos tecidos utilizando 1 L
de solugdo Tampao Fosfato-Salino (“Phosphate Buffered Saline” - PBS) (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4) e Tween 20 (0,05%
vol/vol), em uma bandeja estéril para cada amostra, condicionadas a uma
temperatura média de 4-8°C. A solugdo resultante da lavagem foi filtrada usando
varias camadas de gaze estéril e centrifugada a 6.000 x g por 40 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet’ referente as amostras enriquecidas das
comunidades microbianas epifiticas (colmos e folhas) foram aliquotadas em tubos. As
comunidades endofiticas foram obtidas a partir do material vegetal lavado
previamente com PBS + Tween 20 durante etapa de extragcdo das comunidades
epifiticas. Em seguida, esse material foi lavado com agua ultrapura estéril (trés vezes)
e picado.

Para as folhas e raizes, foi utilizada uma por¢cado de 100 g de amostra picada,
enquanto que para o colmo foi utilizada uma por¢ao de 300 g adicionados a uma
solucéo gelada de PBS; estas foram individualmente processadas em liquidificador
previamente esterilizado com solugdo de hipoclorito de sédio comercial 2-2,5%. O
homogeneizado resultante de cada amostra foi filtrado em camadas de gaze estéril e
foi centrifugado a 6.000 x g por 40 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
“‘pellets” referente as amostras enriquecidas das comunidades microbianas
endofiticas de colmos, folhas e raizes foram aliquotadas para o plaqueamento.

Para a identificagdo das amostras e sua origem foi criada uma nomenclatura
baseada na amostra ou tecido da planta e o tipo de manejo, o qual é apresentado na
Tabela 2.
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Tabela 1. Resultados de analises quimicas realizadas nas amostras compostas de solo tomadas dos talhdes de cana-de-acucar
convencional (SRLC) e organico (SRLO). As amostras foram colocadas em recipientes adequados e enviados a

lahnratArin lnral

Heal | SOM3 sat. | sat.
pH | m.0 P s Ca Mg | Na| K | Al Bases | cTC

AMOSTRAS SmMpP S.B. Bases| Al
CaCl; | gdm? | --mgdm3--- mmol. dm3 V% m%

SLRC-R1 5,6 13 16 8 35 8 NS 1,3 0 17 44,3 61,3 72 0

SRLC-R2 5,4 20 12 8 24 10 NS 0,9 1 27 35,2 62,1 57 2

SRLC-R3 5,4 16 16 19 32 7 NS 1,4 0 25 40,7 65,5 62 0

SRLC-R4 5,5 20 14 6 28 9 NS 1 0 21 38,6 59,9 64 0
Média 5,46 17,45 14,27 10,2 29,93 8,64 NS 1,15 0,25 22,5 39,71 62,2 63,91 0,66
Desvio padrao 0,08 3,44 2,1 6,06 4,78 1,3 NS 0,24 0,24 4,33 3,82 2,36 6,48 0,69

SLRO-R1 5,5 20 16 8 37 11 NS 3,3 0 19 50,5 69,3 73 0

SRLO-R2 6 18 5 6 33 11 NS 1,5 0 18 46,3 64,5 72 0

SRLO-R3 5,5 19 20 6 32 11 NS 2,2 0 25 45,2 69,9 65 0

SRLO-R4 5,6 21 14 5 31 10 NS 1,5 0 22 42,4 64,2 66 0
Média 5,66 19,57 13,57 6,1 33,28 10,67 NS 2,12 0,05 20,9 46,08 66,98 68,81 0,11
Desvio padrao 0,22 0,98 6,37 1,32 249 0,48 NS 086 0,06 2,99 3,36 3,06 4,07 0,13

pH - em CaCl, por poténciometria - H+Al - em Tampao SMP por poténciometria - M.O - por Espectrofotometria - P -em resina por Espectrofotometria - S -

por Turbidimetria

Ca - por Espectrometria de Absor¢do Atdmica - Mg - por Espectrometria de Absor¢do Atémica - Na - por Espectrometria de Absor¢do Atomica
K - por Espectrometria de Absorgdo Atdmica - Al- em KCl por titulometria - S.B.=Ca+Mg+Na+K - CTC=S.B+H+Al - V% = (SB/CTC)* 100 -
m% = (Al/(SB+Al))*100

Ref. IAC 2001

Observacdes: NS = N3o Solicitado LQ = Limite de Quatifica¢do

Limites de Quantificagdo: pH- 3,5 a 8,0
K- 0,1 mmolc/dm3 | Na - 0,1 mmolc/dm3 | P-1mgdm? | Al-0,6 mmolc/dm?

| H+Al - 5 a 588 mmolc/dm® | MO -2 g/dm3® | S-1mg/dm3®| Ca-1mmolc/dm3 | Mg - 0,2 mmolc/dm3
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Amostragem Legenda
@ Area de amostragem

+» Distancia entre pontos [50m]
" Ponto de Coleta

Pontos de coleta de cana-de-agucar Orgénica [Fazenda S&o José]

Pontos de coleta de cana-de-agucar Convencional [Fazenda Sao Sebastiao]

W 48°15'2.88"

Google Earth

Ima 18 DigitalGlobe

€ 2018 Google

Figura 1. Imagem de satélite dos talhdes de cana-de-agucar CTC9001. Plantio convencional da Fazenda Sao Sebastido (esquerda)
e plantio organico da Fazenda S&o José (direita). Os pontos de amostragem entre os talhdes foram escolhidos com
distancia aproximada de 50 metros entre os pontos das coletas, as quais foram realizadas nos meses de fevereiro e margo
de 2018.
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Tabela 2. Nomenclatura aplicada as amostras obtidas a partir dos diferentes

tecidos da cana-de-agucar e sua descrigcao.

Ambiente | Abreviatura Material Descrigao
OLN Folhas Endofiticos (“Endophytic”) de Folhas
3 OLP (“‘Leaves”) Epifiticos (“Epiphytic”) de Folhas
& OSN Endofiticos (“Endophytic”) de Colmos
2 Colmos (“Stalks”) — - -
o osP Epifiticos (“Epiphytic”) de Colmos
é ORN . Endofiticos (“Endophytic”) de Raizes
= Raizes (“Roots”) — - - -
O ORP Epifiticos (“Epiphytic”) de Raizes
ORZ Solo (“Soil”) Solo rizosférico (“Rizosphere”)
CLN Folhas Endofiticos (“Endophytic”) de Folhas
g CLP (‘Leaves”) Epifiticos (“Epiphytic”) de Folhas
£ CSN Endofiticos (“Endophytic”) de Colmos
Q Colmos (“Stalks”) — — -
5 CSsP Epifiticos (“Epiphytic”) de Colmos
‘;,’ CRN Endofiticos (“Endophytic”) de Raizes
= Raizes (“Roots”) — - -
g CRP Epifiticos (“Epiphytic”) de Raizes
CRz Solo (“Soil”) Solo rizosférico (“Rizosphere”)

3.3.Cultura de comunidades microbianas

As amostras provenientes do processamento do material vegetal (Tabela 2)
foram submetidos ao procedimento de recuperacdo de comunidades endofiticas
e epifiticas provenientes dos tecidos da cana-de-acucar, de acordo com a
metodologia descrita por Armanhi et al. (2018). Inicialmente, foi realizada uma
diluicdo dos extratos previamente preparados, em uma propor¢ao de 1:10 (v/v)
em uma soluc¢ao de NaCl 0,85% (m/v) estéril, enquanto que para a amostra de
solo rizosférico foi realizada uma diluicdo de 1:10 (m/v) a partir de 10 g do pool de
solo rizosférico para um frasco contendo 90 mL de NaCl 0,85% agitado
vigorosamente.

Apés a diluicdo seriada, o material foi plaqueado em diferentes meios de
cultura desenhados para este estudo, segundo o tipo de amostra, ambiente e

nicho (Tabela 3). Os meios de cultura inoculados com as comunidades foram
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incubados a uma temperatura de 30 °C por um periodo de 48 até 72 horas em

condigao aerdbica.

Tabela 3. Meios de cultura usados para cada tipo de tecido ou amostra
processada a partir de cana-de-agucar e condi¢des de cultivo.

Tipo de Numero Condigoes
Meio de PO de placas ¢
Amostra Comunidade e de
cultura - por .
nicho crescimento
amostra
Solo rizosférico BRX-Raiz | Microrganismos 5
rizosféricos
“Pellet” raiz liquidificada |BRX-Raiz Endofiticos de raiz 5
C'Zﬁ:it de lavagem de BRX-Colmo | Epifiticos de colmo 5 30 °C/
« » — aerobiose /
_Pe!le_t_ de colmo BRX-Colmo Endofiticos de 5 48-72 h
liquidificado colmo
foplf]get delavagemde | gy Folha |Epifiticos de folha 5
Pellet’ de folha BRX-Folha |Endofiticos de folha 5
liquidificada

Para uma melhor recuperacdo de comunidades a partir das amostras
plaqueadas, foi desenhado um meio de cultura tomando como base a formula
dos meios R2A e “Bushnell Hass Broth” (Atlas, 2010) complementando com partes
de plantas, tais como raiz, colmo e folhas, secos e triturados segundo as amostras
provenientes dos tecidos da cana-de-agucar (Medina et al., 2017; Sarhan et al.,
2019). O meio, chamado de BRX, tem a seguinte composigao-base por litro: 0,5 g
de peptona, 0,5 g de extrato de levedura, 1,0 g de NH4NOs3, 1,0 g de KH2PO4, 1,0
g de K2HPO4, 0,2 g de MgSO4-7H20, 0,05 g de FeCls, 0,02 g de CaClz:2H20, 10
mL de extrato de solo (500 g de solo de cultura de cana-de-agucar organica, 500
mL de agua deionizada, 2,5 g de CaCOs, esterilizado em autoclave a 121 °C por
60 minutos, resfriado, decantado e filtrado) e xarope de cana-de-agucar (Brix
60,56%, Pol 50,76% e Pureza 83,82%) como fonte de carbono, cedido pela usina
Bonfim (Grupo Raizen, Guariba, Brasil). Para inibir os fungos filamentosos
provenientes das amostras, as placas foram tratadas com 100 pL de cicloheximida
100 mM na superficie do agar antes de plaquear. Diferentes versées do meio
foram feitas segundo o tipo de amostra e etapa de uso no presente estudo, e

apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4. Meios de cultura usados na prospec¢ao de comunidades de bactérias
associadas a cana-de-agucar.

o S
o © o) > &
Componentes N % < = S &
(ol g 8§ ¢ S § %
X X x X X c
o (% o (% o c =
) m 1) ) m O E
Peptona 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 -
Extrato de 05 05 05 05 05 -
levedura
KH2PO4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 7,35
K2HPO4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 5,74
NH4NO3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 12,49
MgS04-7H20 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 1,66
FeCls 0,05 0,05 0,056 0,05 0,05 0,3
CaCl2-2H20 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,18
Agar 15,0 150 15,0 - - -
Ra!z de*cana-de- 10,0 ) ) ) ) )
agucar
Colmq de 2ana- ) 10,0 ) ) ) )
de-agucar
Fo[ha df cana-de- ) ) 10,0 ) ) )
agucar
Extrato de solo 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL -
Xarope de cana- 10 10
de-agucar-de- 10 mL 10 mL 10 mL -
. mL mL
aguicar
Glicerol - - - 200
mL
Cicloheximida 100 100 100 ) ) )
mM** ML ML

pH final do meio: 7-7,2 *Material desidratado e moido com tamanho de particula <
1 mm. **Aplicada na superficie da placa antes de inocular.

3.4.Isolamento de comunidades e condi¢oes de cultivo

O isolamento das comunidades se procedeu por meio da selegao de regides
de crescimento microbiano heterogéneo na superficie do agar. Com o intuito de
coletar colénias de diferentes morfotipos, a coleta das comunidades no meio de
cultura foi realizada com auxilio de palito estéril, tracando riscos de
aproximadamente 1 cm. Cada risco representa uma comunidade isolada,

independentemente do numero e morfologia das col6nias dentro do risco e a
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possivel redundancia de um mesmo morfotipo. Em seguida, foram inoculados
em pocos de placas “deepwell” (DW) contendo 1,1 mL de meio BRX-caldo
desenhado para este trabalho.

As placas foram seladas e incubadas em um agitador orbital com incubadora
(shaker) a 250 rpm com temperatura de 30 °C durante 48 horas. Apos o periodo
de incubacgao, as placas foram centrifugadas a 3.000 x g por 15 min a 4 °C. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e os “pellets” foram resuspendidos em
300 pL de meio de cultura BRX estéril suplementado com glicerol em uma
concentragao final de 20% (v/v) (BRX-Estoque) e aliquotas de 150 pyL foram
transferidas para placas de 96 pogos de polipropileno estéreis (em duplicata) e

armazenadas em ultracongelador a -80 °C.

3.5. Avaliacao do potencial de gramas para prospec¢ao em larga escala

de comunidades e isolados bacterianos

Com a finalidade de constituir uma metodologia que permita a avaliagao in
vitro e in planta, foi desenhado um teste baseado nos resultados de Shehata et
al. (2018), onde foi demonstrada a capacidade de promogao de crescimento em
plantas modelo da familia Poaceae, por parte de isolados provenientes de
plantas da mesma familia.

Baseado no anterior, neste trabalho foram selecionadas as gramineas
azevéem anual (Lolium multifforum cv. BRS Ponteio) e a grama bermuda
(Cynodon dactylon cv. Tierra Verde) (BRSeeds, Aragatuba, Brasil), plantas que
possuem metabolismo fotossintético tipo C3 e C4, respectivamente (Barbehenn
et al., 2004). As duas espécies apresentam crescimento rapido, facilidade de
manejo no laboratério e compatibilidade para testes de inoculagéo e avaliagao
de respostas fisiologicas de promocdo de crescimento vegetal usando
microrganismos isolados de cereais e outras gramineas (Shehata et al., 2017).

Para definir o melhor protocolo de desinfeccdo, as sementes, foram

submetidas a dois tratamentos, 1 e 2.
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No tratamento 1, as sementes foram lavadas com agua de torneira e
detergente neutro para retirar restos de terra e outros detritos, colocadas em
tubos Falcon estéreis e desinfetadas com hipoclorito de sddio comercial 2,0-
2,5% adicionado de Tween 20 em uma concentragao de 0,2%, durante dois
tempos, 5 e 20 minutos com agitagdo constante. Posteriormente, foram
enxaguadas pelo menos seis vezes com agua Milli-Q estéril, e colocadas com
espatula estéril na superficie de placas de Petri (90 x 10 mm) contendo agarose
0,7%, meio MS modificado (meio modificado de sais basais sem nitrogénio de
Murashige and Skoog) (Murashige e Skoog, 1962) sem fonte de nitrogénio,
vitaminas, glicina e fitohorménios, e, adicionado 1% de sacarose) e meio MS
modificado, numa concentracao de 0,5X adicionado de 0,5% de sacarose.

Adicionalmente, foram feitas placas controle de sementes sem tratamento
desinfeccdo em cada um dos meios de cultura.

No tratamento 2, apds lavar as sementes com agua de torneira e detergente
neutro, foram suspendidas em agua Milli-Q estéril e colocadas em banho maria
com temperatura de 50 °C durante 5 minutos, e desinfestadas com hipoclorito
de sodio comercial 2-2,5% adicionado de Tween 20 0,2%, durante dois tempos,
5 e 20 minutos com agitagao constante. Posteriormente foram enxaguadas, pelo
menos, seis vezes com agua Milli-Q estéril.

As sementes desinfetas foram colocadas com espatula estéril na superficie
de placas de Petri (90x10 mm) contendo trés meios diferentes: a) agarose 0,7%
b) meio MS modificado 1X adicionado de 1% de sacarose e c) meio MS
modificado 0,5X adicionado de 0,5% de sacarose.

Adicionalmente, foram feitas placas controle de sementes sem desinfec¢éo
em cada um dos meios de cultura.

Nos dois tratamentos citados anteriormente, as placas contendo as
sementes foram vedadas e colocadas em camara de germinagdo em
obscuridade a 25 °C durante um tempo de 7 dias, durante os quais foram feitas
verificagdes periddicas e registro da contaminagao e germinagao das sementes.

Neste periodo, as placas foram trocadas de lugar dentro da camara pelo
menos uma vez por dia. Ao final dos 7 dias, foram contabilizadas as plantulas
desenvolvidas (com folhas primarias - edfilos) em cada uma das placas para a
avaliagcado do desenvolvimento pds-germinagao. No final, foi feita uma avaliagéo

de parametros de contaminagdo, germinacdo e desenvolvimento pés-
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germinagao das sementes, para o qual as amostras foram agrupadas de acordo
com tratamento e foram comparadas entre si com o0 método de Kruskal-Wallis, e
comparadas de forma pareada, utilizando um teste baseado em reamostragem,
com 1000 repeticoes.

A analise estatistica foi conduzida em R (R Development Core Team, 2018)
considerando a taxa de germinacao e a taxa de contaminagéao para os diferentes
tratamentos. As amostras foram agrupadas de acordo com tratamento e foram
comparadas entre si com o método de Kruskal-Wallis usando a fungéo
kruskal.test do pacote stats em R (R Development Core Team, 2018), e
comparadas de forma pareada, utilizando um teste baseado em reamostragem,
com 1000 repeticdes. Com isso, o tratamento capaz de promover alta taxa de
germinacao e baixa taxa de contaminagdo com a finalidade de selecionar a
planta para testes posteriores, o melhor tratamento de desinfec¢cdo e o meio de

cultura mais adequado para os testes posteriores.

3.6.Selecdao de comunidade com perfil para promogao de crescimento

em plantas

Neste ensaio foram usadas sementes de C. dactylon cv. Tierra Verde
(BRSeeds, Aracatuba, SP, Brasil), que foram primeiro colocadas em tubo Falcon
de 50 mL e lavadas com agua de torneira e detergente neutro, agitadas
vigorosamente para retirar restos de terra. Posteriormente, foram desinfetadas
por 20 minutos com hipoclorito de sddio comercial 2-2,5% adicionado de Tween
20 0,2% e enxaguadas com agua deionizada estéril.

Para crescimento dos inéculos, as comunidades foram inoculadas em placa
DW contendo 1,1 mL de BRX-caldo. As placas foram incubadas a 30 °C por 48
horas com agitacdo de 250 rpm em shaker. Apds o periodo de incubagao as
placas foram centrifugadas a 4.000 x g por 15 min a 4 °C, o sobrenadante foi

descartado e os ““pellets” foram resuspendidos com solugédo de NaCl 0,85%

(M/v).
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Foram usadas placas de Petri (50 x 10 mm) contendo meio modificado de
sais basais sem nitrogénio de Murashige e Skoog (MS) 1X (Murashige e Skoog,
1962), com adi¢cdo de 0,5% de sacarose e 0,7% de agarose como agente
gelificante (Moore e Botha, 2013). Uma pequena quantidade de sementes
desinfectadas foi colocada na superficie de meio sendo adicionados 100 uL de
inéculo, as quais foram cuidadosamente espalhadas na superficie do meio de
cultura. As placas foram vedadas e incubadas em camara de germinagdo com
fotoperiodo de 12 horas com temperatura de 27 °C e umidade relativa de 50%.
Cada placa com sementes inoculadas representa uma comunidade avaliada.

Como controle negativo, foram usadas placas contendo sementes
desinfectadas adicionando um volume de 100 yL de solugcdo de NaCl 0,85%
(m/v) e como controle positivo foi utilizado a bactéria Azospirillum brasilense
BR11001.

A avaliacdo da promoc¢ao de crescimento foi feita a partir dos 8 dias de
crescimento, comparando no controle negativo a cor das folhas e a presenca de
raizes. Foram avaliados: presenca, comprimento, numero de radiculas e pelos
radiculares. Para facilitar a selecdo das comunidades, foi dado um valor a cada
parametro (presenca=1 ou auséncia=0).

Para o parametro de porcentagem de germinagao foram contadas as
sementes de C. dactylon colocadas em cada placa e o numero de plantas
germinadas. Sendo cada placa dividida em quadrantes para facilitar a contagem.
As comunidades avaliadas com os maiores valores de cada parametro foram
agrupadas e analisadas estatisticamente. Foram descartadas as placas com
plantas que possuiam folhas palidas, amareladas ou albinas, pouca ou nenhuma
germinagao, contaminagdao com fungos filamentosos, assim como auséncia de
raizes.

Com o objetivo de reduzir o escopo, foram selecionadas para as fases
seguintes as comunidades putativamente benéficas. Dessa forma, foram
elegidas as que apresentaram melhores médias nominais de germinagéo,
estabelecido pela selegao daquelas situadas no quartil superior do conjunto.
Foram obtidos parametros estatisticos descritivos, analise de variancia
(ANOVA)(R Development Core Team, 2018) e comparacéo de médias por teste

de Dunnett (Konietschke et al., 2015) das sementes que receberam o indculo em
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contraste ao controle negativo (sementes de C. dactylon ndo inoculadas). Este

grupo de comunidades microbianas foi utilizado em testes posteriores.

3.7.Avaliagao do potencial de produgao de acido 3-indol acético (AlA) e

solubilizagao de fosfatos

A partir do processo da avaliagdo da promocgao de crescimento usando C.
dactylon, 38 comunidades bacterianas selecionadas passaram por uma etapa
de avaliagao de producédo de acido 3-indol acético (AlA)(Bulgarelli et al., 2013) e
solubilizagéo de fosfato com a finalidade de obter um grupo baseado nos maiores
valores de producgéo de AIA e indice de solubilizagdo de fosfato (Kumar Meena
et al., 2015).

Para o teste de producgao de AlA, foi inoculado um volume de 10 uL dos
estoques das comunidades em 1,1 mL de meio LB suplementado com 1 mg/mL
de L-Triptofano (Ambrosini e Passaglia, 2017) e colocado em agitador a 250 rpm,
30 °C, durante 48 horas. Posteriormente, foram centrifugados a 4.000 x g/15 min
e uma aliquota de 500 uL do sobrenadante foi separada e misturado com 1 mL
de reagente de Salkowski (10 mL de FeCls 0,5 M, 500 mL de acido perclorico
70%, completar até 1 L com agua destilada). As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos e, posteriormente, a
concentracdo de AIA foi determinada a 530 nm em espectrofotdmetro
Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, United States) e,
comparadas com uma curva padrao de AIA (10 - 100 pg/ml).

A capacidade de solubilizar fosfatos foi testada inoculando as
comunidades com replicador em uma placa de Petri contendo meio para
solubilizac&o de fosfatos (10 g de glicose, 0,05 g de extrato de levedura, 15 g de
agar, foram esterilizados separadamente 50 mL de CaCl2 10%, e 25 mL de
K2HPO4 10%, resfriados até 50 °C e misturados na hora de verter em placas de
Petri de 150 x 15 mm). As placas inoculadas foram incubadas por um periodo
total de 72 horas a uma temperatura de 30 °C. A cada 24 horas foi fotografada,

selecionando o tempo de 48 horas para obter medidas de area de halos e
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colonias (Kumar Meena et al., 2015). As imagens foram analisadas com o
software Fiji (Schindelin et al., 2012) e o indice de solubilizagao de fosfato (SI)

(Pande et al., 2017), calculado usando a equacgéo 1:

Area da Colonia + Area do Halo
Sl = (1)

Area da Colonia

A partir destes resultados foi selecionado um grupo de comunidades com as
maiores atividades de producao de AIA e solubilizacdo de fosfato, e também

aquelas que apresentassem as duas atividades.

3.8.Avaliagao da promogao de crescimento em casa de vegetacao

As comunidades bacterianas selecionadas com base nos testes de produgao
de AIA e solubilizagado de fosfato foram submetidas a uma avaliagdo do perfil
funcional para promogéao de crescimento in planta em casa de vegetacéo.

Foram usadas sementes escarificadas de Brachiaria ruziziensis cv.
Ruzizienses (Matsuda Seeds, Alvares Machado, SP, Brasil) que foram lavadas
com agua de torneira e detergente neutro, e desinfetadas por 20 minutos com
hipoclorito de sédio comercial 2-2,5% seguido de lavagens com agua estéril.
Foram utilizados vasos de 0,415 L (Nutriplan N11) preenchidos com uma mistura
1:1 de vermiculita e areia lavada que foi adubada inicialmente com 100 ml de
solugao nutritiva de Hoagland 0,5X sem nitrogénio, contendo por litro de solugéo:
1,25 mM K2S04, 1 mM MgSOs4, 0,25 mM Ca(Hz2POa4)2, 1 mM CaSO0s4, 23,13 mM
H3sBOs, 4,57 mM MnClz 4H20, 0,38 mM ZnSO4 7H20, 0,16 mM CuSO4 5H20,
0,25 mM NaMoO4 2H20, e 0,3 mL de Fe-EDDHA 15% (Hoagland e Arnon, 1950).

Para cada vaso, foram adicionadas 10 sementes previamente esterilizadas,
que foram inoculadas com 5 mL de suspensdo padronizada das comunidades
bacterianas com uma D.O.s00 de 0,5. Para cada comunidade foram usadas 6
réplicas. O controle consistiu em sementes tratadas com agua destilada estéril.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetagdo sob condigbes ambientais
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(entre os meses de outubro e novembro de 2019) e, apds 5 dias foi realizada
uma reinoculagao. As plantas foram aguadas duas vezes por semana, € a cada
7 dias foi adicionado 50 mL solugdo nutritiva de Hoagland 0,5X sem nitrogénio
em cada vaso.

Apos o periodo de 30 dias, as plantas foram retiradas dos vasos e
avaliadas quanto a massa fresca e massa seca das raizes e da parte aérea
(Singh e Jha, 2016; Sarkar et al., 2018).

A avaliagao estatistica dos caracteres agrondmicos de massa fresca e seca
das raizes e partes aéreas de B. ruziziensis inoculadas com as comunidades,
revelou distribuicdo ndo-normal e ndo-homocedastica dos dados (indica que a
distribuicdo das observacbes possuiram variagdes diferentes). Portanto, se fez
adequado a utilizacado do teste ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis para analise
de variancia. As médias das plantas tratadas foram comparadas com as plantas
do grupo controle, segundo o teste “post-hoc” de Dunnett adaptado para
conjuntos que seguem tal distribuicdo (Konietschke et al., 2015). Todos os
procedimentos estatisticos foram realizados no software R (R Development Core
Team, 2018).

3.9. Caracterizacao de tragos funcionais de promog¢ao de crescimento

vegetal

As caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas do grupo de comunidades
avaliadas em casa de vegetacdo foram feitas usando diversos testes com a
finalidade de obter um perfil de tragcos de promogédo de crescimento vegetal

presentes nas comunidades avaliadas previamente em B. ruziziensis.

3.9.1. Producgao de sideréforos
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A producao de sideréforos nas comunidades foi quantificada pela técnica de
“CAS-Shuttle Assay”, de acordo com a metodologia descrita por Payne (1994).
Estoques das comunidades selecionadas foram ativados por 12 horas em 5 mL
de caldo MM9 (“M9 Medium Broth”, AMRESCO; Solon, OH, USA), que foram
posteriormente peletados e lavados com meio estéril e resuspendidos no mesmo
meio para preparar indculos com D.O.s00 1,0. Uma aliquota de 10 uL foi inoculada
em um volume final de 1 mL em placa DW que foi colocada em agitacéo a 250
rom a 30 °C por 24 horas. Posteriormente, os indculos foram peletados e o
sobrenadante usado para quantificacdo de sideréforos em espectrofotdmetro a
630 nm.

Alternativamente, foi preparada uma versao modificada do meio BRX sem
ferro, contendo as mesmas concentracdes de peptona, extrato de levedura e
xarope de cana-de-agucar, que foram tratados previamente com solugéo de 8-
hydroxiquinolina 3% em cloroférmio para retirar tragos de Fe, e a quantificagcado

dos sideréforos prosseguiu da mesma forma.

3.9.2. Quantificagao da atividade de ACC desaminase

A capacidade de metabolizar o acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano
(ACC) mediante a enzima ACC-desaminase, com a correspondente liberagdo de
acido alfa-cetobutirico, foi testada nas comunidades segundo a metodologia
descrita por Penrose e Glick (2003).

Estoques das comunidades foram previamente ativados em 20 mL de meio
BRX e colocados no shaker a 120 rpm, 30 °C por um periodo de tempo de 24
horas. Apds este tempo, as células foram centrifugadas a 4.000 x g por 30
minutos, e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, as células foram
lavadas com meio estéril de sais DF, segundo a formula de Dworkin e Foster
(1958) (contendo todos os componentes, exceto acido gluconico), e

resuspendidas em 7,5 mL de meio DF contendo ACC 3 mM com a finalidade de
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induzir a produgao da enzima. Os inéculos foram colocados em agitagao a 120
rom, 30 °C por 24 horas e depois, centrifugados e lavados duas vezes com
tampéao Tris-HCI 100 mM pH 7,6 e resuspendidas em 600 pL de tampéo Tris-HCI
100 mM pH 8,5.

Para a obtencao de extratos celulares, 30 uL de tolueno foi misturado com a
suspensao celular e agitado em vortex a maxima velocidade por 30 segundos.
Um volume de 100 pL foi separado para quantificacao de proteinas pelo método
de Bradford (1976) e comparado com uma curva padrao de albumina sérica
bovina. A quantificagdo da enzima foi realizada em duplicata. 20 yL de uma
solugcao de ACC 0,5 M foi adicionado a um volume de 200 uL das células tratadas
com tolueno, misturado com a ajuda de vortex e incubado em banho-maria a 30
°C por 15 minutos. Apés, 1 mL de HCI 0,56 M foi adicionado e misturado com
ajuda de vortex. A suspenséo foi centrifugada a 16.000 x g por 5 minutos, e 1
mL do sobrenadante foi transferido para um tubo de vidro e misturado com 800
pL de HCI 0,56 M, agitado em voértex e, finalmente, foram adicionados 200 yL de
2 4-dinitrofenil-hidrazina (2,4-dinitrofenil-hidrazina 0,2% em HCI 2 M).

A mistura de reagéo foi incubada em banho maria a 30 °C por 30 minutos e
a reacao foi finalizada com a adi¢cao de 2 mL de NaOH 2 N. A absorbancia das
amostras foi medida em espectrofotometro a 540 nm (Multiskan GO, Thermo
Fisher Scientific, USA) e comparadas com uma curva padrdo de acido alfa-

cetobutirico (0,05-1 ymol).

3.9.3. Producao de biofilme

A capacidade de produgdo de biofiime foi avaliada nas comunidades
selecionadas seguindo a metodologia descrita por O'Toole (2011), usando dois
meios de cultura: TSB (Difco) suplementado com 1% de glicose, e caldo BRX-
base, que possui 1% de xarope de cana-de-agucar.

Inéculos das comunidades foram ativadas por um periodo de 24 horas e
agitados em 120 rpm a 30 °C em meio BRX até atingir uma D.O.s00 maior do que

1,0. Apés, os indculos das comunidades foram centrifugados e lavados com
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tampao PBS 1X com a finalidade de retirar restos do meio e resuspendidos no
mesmo tampao até obter uma D.O.eoo de 1,0. Os meios de cultura foram
inoculados a raz&o de 1:100 (in6culo:meio) e aliquotas de 100 yL de cada meio
foram colocadas em pogos de placa de 96 pogos de fundo chato (Corning, USA),
fazendo oito réplicas de cada tratamento para cada comunidade testada, assim
como um controle negativo de meio sem inocular. As placas contendo as
comunidades foram incubadas em condi¢des estaticas a 30 °C por um periodo
de 48 horas.

Ap0s o periodo de incubagéo, as placas foram lavadas trés vezes com agua
destilada, e em cada poco foi depositado um volume de 125 L de solucéo de
cristal violeta 0,1%, incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente. Apds,
foram lavadas quatro vezes com agua destilada e secas “overnight” em
temperatura ambiente. Depois da secagem foram colocados, em cada pogo, 125
ML de acido acético 30% e incubados por 15 minutos a temperatura ambiente.
O mesmo volume foi transferido para uma placa nova e a absorbancia de cada
tratamento, controle negativo e branco de a&acido acético 30%, foram
quantificados a 550 nm em espectrofotdmetro (Multiskan GO, Thermo Fisher
Scientific, USA).

Os resultados obtidos para cada tratamento, em ambos os meios de cultura,
tiveram suas médias comparadas com a média do respectivo tratamento
controle. Para a comparacéao da distribuicdo dos diferentes tratamentos, utilizou-
se o teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis, no qual verificou-se a rejeicdo da
hipotese de igualdade das distribuicbes dos tratamentos (p-valor < 0,05). Para
identificar quais tratamentos diferiram do grupo controle, utilizou-se o teste de
Wilcoxon. Ambos os testes foram implementados através da funcao
“stat_compare_means” do pacote “ggpubr” (Kassambara, 2020), presente no

software estatistico R (R Development Core Team, 2018).

3.9.4. Solubilizagao de Zinco
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A capacidade de solubilizacdo de Zinco foi testada no meio minimo de sais
e Tris (Mumtaz et al., 2017), contendo 0,1% de 6xido de zinco (ZnO) como fonte
insoluvel. As placas contendo o meio foram inoculadas em trés lugares da
superficie do agar com aliquotas de 5 uL de indculo com D.O.s00 1,0 para cada
uma das 17 comunidades, e incubadas a 30 °C por sete dias. A medicado de
coldnias e halos de solubilizagao foi realizada usando o software Fiji (Schindelin
et al., 2012) e calculado da mesma forma que os testes de solubilizacdo de

fosfato.

3.9.5. Producgao de HCN e quitinase

A producédo de cianeto de hidrogénio (HCN) foi testada inoculando as
comunidades no meio TSA suplementado com Glicina 4,4 g/L (El-Sayed et al.,
2014) e colocando-se na tampa da placa de Petri papel filtro Whatman No 1
impregnado com solug¢ado indicadora de acido picrico (0,5% acido picrico em
Na2COs 2%). As placas foram vedadas e incubadas a 30 °C por 10 dias e
revisadas a cada 24 horas.

Testes qualitativos de quitinase foram feitos em agar com quitina coloidal
(Atlas, 2010), contendo 10 g/L de quitina coloidal preparada segundo a
metodologia descrita por Ramirez (Gémez Ramirez et al., 2004) com a unica
modificagdo na etapa de filtragem, a qual foi substituida por centrifugacédo de
todo o volume de quitina dissolvida em HCI e agua. As placas foram inoculadas
em trés lugares da superficie do agar com 5 pL de in6dculo padronizado a D.O.s00
1,0 incubadas a 30 °C por 7 dias, fotografadas e as imagens foram processadas
da mesma forma que os testes de fosfato e zinco para obter um indice de

degradacéao de quitina.

3.9.6. Toleréancia a NaCl e glicerol.
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Testes de tolerancia a diferentes concentragdes de NaCl (m/v) e em
glicerol foram feitos inoculando-se as comunidades em placas DW contendo 1,1
mL de meio LB com as diferentes concentra¢gdes de NaCl (0,5, 2,5, 5,5, 7,5 e
10,5%), e para glicerol 25% (m/v) foi usado o meio BRX trocando o xarope por
glicerol. Posteriormente, as placas foram colocadas em agitador a 250 rpm a 30
°C e o crescimento foi medido pela absorbancia a 595 nm.

Apos 48 horas de crescimento, as placas de cada tratamento foram
quantificadas usando um leitor de placas (iMark™ Microplate Absorbance
Reader, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). Foram incluidos controles negativos

de cada meio sem inocular para calcular a absorbancia final em cada tratamento.

3.9.7. Proteases, lipases e esterases

Para o teste de protedlise foi usado agar com leite desnatado (Szilagyi-
Zecchin et al., 2014). Os testes foram considerados positivos quando os inéculos
apresentaram halos claros ao redor das colbnias.

Testes de esterase e lipase foram feitos em meios contendo 1% de Tween
20 e Tween 80 como substratos destas enzimas, respectivamente. As placas
foram inoculadas e incubadas a 30 °C por um periodo de 3 dias para teste de
proteases e 10 dias para os testes de lipases e esterases. A formagao de um
precipitado de cor branca embaixo das colbnias foi considerado positivo
(Ramnath et al., 2017).

3.9.8. Atividade celulase e amilase

Foram feitos testes de metabolismo de polissacarideos: avicel (celulose
microcristalina), celulose (carboximetilcelulose sodica) e amido em agar

contendo os substratos (Liang et al., 2014; Szilagyi-Zecchin et al., 2014). Para
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evidenciar atividade de celulases, as placas foram tratadas com 10 mL de
solucdo de vermelho congo 1 mg/mL por um tempo de 15 minutos e,
posteriormente, lavadas com solugdo de NaCl 1M por 15 minutos. A presenca
de halo ao redor das colbnias foi considerada positivo.

Para o teste de amido, as placas foram tratadas com vapor de iodo em
capela por um tempo de 10 minutos, onde a presenga de um halo claro ao redor

da col6nia foi considerada como atividade de amilase positiva.

3.10. Amplificagdao do gene da dinitrogenase redutase nifH

Para as comunidades selecionadas foi realizada uma triagem para a
potencial capacidade de fixacdo de nitrogénio pela presengca de genes
relacionados a esta fungdo usando o gene marcador nifH, que tem sido usado
em diversos trabalhos para identificagdo da capacidade diazotréfica de bactérias
associadas a plantas (Castro-Gonzalez et al., 2011; Knief et al., 2012; Angel et
al., 2018).

O DNA genbmico de 17 comunidades selecionadas foi extraido usando
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, USA). Para isso, os
in6culos foram previamente crescidos em BRX-caldo durante 48 horas em
agitacdo constante e, ap6s o periodo de crescimento, foram centrifugados,
lavados, resuspendidos em solu¢cdo de EDTA 50 mM, e posteriormente
processados segundo as instrugdes do fabricante com minimas modificagdes.
Parametros de concentracao e qualidade do DNA extraido foram medidos por
espectrofotometria (NanoDrop spectrophotometer, Thermo Scientific, USA). Os
primers usados foram o IGK3 e DVV descritos por GABY e BUCKLEY (2012), os
quais tem o melhor desempenho na amplificacdo do gene nifH entre outros
primers usados (Angel et al., 2018).

A mistura de reacdo da PCR consistiu em 4 pyL de Firepol Master Mix 5x
(Solis BioDyne, Tartu, Esténia), 0,5 uL do primer DVV (10 pM), 0,5 yL do primer
IGK3 (10 uM), 2 yL de DNA diluido (50 ng/uL) e 13 pL de H20 ultrapura para

PCR. Para a amplificagao dos fragmentos foi usado o mesmo programa de PCR
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e a visualizagédo das bandas dos fragmentos amplificados foi realizada em géis

de agarose 1,5%.

3.11. Classificagao (“Ranking”) das comunidades

As comunidades foram classificadas de acordo com o desempenho nos
experimentos de inoculagcdo com B. ruziziensis (massa fresca e seca) e nos
testes de tracos funcionais de promogao de crescimento vegetal e fisiolégicos,
com a finalidade de obter um indice total. Os resultados dos valores individuais
dos testes in planta foram ordenados, atribuindo-se valores de 10 (maior
desempenho) a -6 (menor desempenho) para as 17 comunidades avaliadas.

Com a finalidade de obter um unico valor a partir dos testes bioquimicos No
caso dos tragos funcionais de promogao de crescimento vegetal e alguns testes
fisiologicos, foi obtido um unico valor para cada comunidade e somado ao indice
total. Para o anterior foram considerados os seguintes: , produgao de AlA, indice
de solubilizagao de fosfato e zinco, producéo de sideréforos em MM9, atividade
de Acc-desaminase, indice de quitinase e producao de biofiime em meio TSB.
Os valores obtidos da quantificacdo desses tragcos funcionais foram
normalizados usando o “standard score” (Z-Score) para cada resultado.

No caso dos testes fisiolégicos, foram considerados os resultados de
tolerancia a NaCl e os resultados do teste de amplificagdo do gene nifH, os quais

tiveram valores atribuidos conforme descrito na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores dados ao teste de tolerancia ao NaCl e amplificagdo do gene

nifH.
Valores atribuidos a cada resultado
Crescimento ou presenca NaCl NacCl NacCl NacCl NacCl
[auséncia* 0,5% 2,5% 5,5% 7,5% 10,5% nifH
++ 0,2 0,4 0,6 0,8 1 NA
+ 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1

- 0 0 0 0 0
*D.0.595nm 21,0=+4+;0,1-1,0=+;<0,1=-.

Por fim, os valores obtidos em cada teste foram somados a fim de obter a
pontuacao final para, a partir do indice criado, estabelecer uma classificacdo das
comunidades mais promissoras para a promogao de crescimento e utilizacdo em

estudos posteriores.

3.12. Perfil de metabolismo de fontes de carbono para comunidades

A partir dos resultados de avaliagdo conjunta do ponto anterior, foram
selecionadas as 5 comunidades com o melhor desempenho, ou seja, com a
maior pontuacdo no ranking, para avaliar o perfil de metabolismo de carboidratos
com o sistema de microtestes APl 50 CH (bioMérieux, France). O teste contém
50 substratos diferentes do tipo monossacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos, divididos em cinco galerias o bandas contendo 10 tubos ou
pocos, 0s quais sdo inoculados com uma suspensao bacteriana padronizada
(Boyd et al., 2005).

Os in6culos das comunidades foram ativados em BRX-caldo por 24 horas.
Apos este periodo, foram centrifugados a 4.000 x g por 10 minutos e lavados
com tampao PBS 1X estéril. Os inéculos foram posteriormente resuspendidos
no meio APl 50 CHB estéril, de acordo com as instrugcdes do fabricante. As
galerias foram inoculadas e colocadas em incubadora a 30 °C, e as leituras de

cambio de cor do indicador de pH (resultado positivo), foram realizadas em
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tempos de 24 e 48 horas apds a inoculagcido para descartar falsos positivos e

falsos negativos.

3.13. Sequenciamento de comunidades em plataforma lllumina e

analises bioinformaticas

O DNA das 17 comunidades foi extraido usando Wizard genomic DNA
purification kit (Promega, USA), segundo as indicagdes do fabricante. O DNA
obtido das comunidades foi resuspendido em agua ultrapura estéril e enviado ao
Laboratério Multiusuario para Sequenciamento de DNA em Larga Escala e
Analise de Expressao Génica - LMSeq, da UNESP/FCAV, para sequenciamento
na plataforma MiSeq (lllumina, San Diego, USA).

Para a construgao das bibliotecas, as regides hipervariaveis V3-V4 do gene
16S rRNA foram amplificadas usando os primers 319F e 806R, os quais geram
fragmentos de aproximadamente 469 pb (Fadrosh et al., 2014). Os fragmentos
foram purificados usando AMPure XP beads (Beckman Coulter, Brea, USA) e
sequenciados usando o kit MiSeq Reagent Kit v.2 (500 cycles).

Os conjuntos de dados foram avaliados quanto a qualidade utilizando
FastQC (Andrews, 2010) e fastx_info do conjunto de ferramentas do pacote
USEARCH (v11.0.667) (Edgar, 2013). Os primers foram removidos das
sequéncias utilizando a ferramenta search _pcr2 do USEARCH (v11.0.667)
(Edgar, 2013). As sequéncias de leituras “foward” e reverse foram fundidas em
uma unica sequéncia continua utilizando a ferramenta PEAR (Zhang et al.,
2014). Ja os parametros de distribuicdo do tamanho das sequéncias e o erro
esperado das leituras por biblioteca foram obtidos por meio da ferramenta
fastq_eestats2, pertencente ao pacote de ferramentas do USEARCH (Edgar,
2013).

Para analise do microbioma das comunidades, foi utilizado o pipeline
“Devisive Amplicon Denoising Algorithm” - DADA2 v1.14.1 (Callahan et al., 2016)

(disponivel em https://github.com/benjineb/dada2) a fim de inferir e quantificar
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ASVs (“Amplicon Sequence Variants”) no R (v3.6.3) (R Development Core Team,
2018).

O conjunto de leituras fundidas foi truncado na posi¢céo 400 pb usando a
funcao filterAndTrim com parametros padrdo (maxN = 0, truncQ = 2 e maxEE =
3); leituras inferiores a do parametro de truncagem foram descartadas. A taxa de
erro por amostra foi estimada baseada no modelo de erro realizado pela fungéo
learnErros. Em seguida, as leituras foram dereplicadas e sequéncias quiméricas
foram removidas.

A atribuicdo taxonémica dos ASVs foi realizada pelo classificador Naive
Baysian (Wang et al., 2007) (implementado no DADAZ2) e usado o conjunto de
treinamento 16 do banco de dados RDP aplicando minboot = 80 . Os valores de
abundancia foram normalizados usando o pacote DESeq2 (v1.26.0) (Love et al.,
2014). Para manipulagdo geral dos dados e anadlises estatisticas, foram
utilizados os pacotes Phyloseq (v1.30.0) (McMurdie e Holmes, 2013) e Vegan
(v2.5.6) (Oksanen et al., 2019) no R.

As estatisticas para os indices de alfa-diversidade foram realizadas
utilizando o pacote ggpubr (v0.2.5) através da fungdo stats compare_means
aplicando teste de Kruskal-Walis. Ja para o indice de beta-diversidade, as
estatisticas foram realizadas utilizando o método PCoA de distancia de Bray-
Curtis, que permite a analise de permutacdo multivariada (PERMANOVA)
através da funcdo adonis, implementado no pacote de analises do Vegan
(v2.5.6) (Oksanen et al., 2019).

A analise de redes foi obtida a partir da funcao plot_net do pacote Phyloseq
(McMurdie e Holmes, 2013), configurando distancia maxima de 0.8 e aplicando
o método de distancia de jaccard para género.

A predicao de vias metabdlicas foi feita com o PICRUSt (Langille et al., 2013)
e a avaliagcdo de enriquecimento destas vias foram realizadas com LEfSe
(Segata et al., 2011) usando o banco de dados de vias metabdlicas METACYC
(Caspi et al., 2014). A analise de prevaléncia de géneros foi realizada através da
fungao core.microbiome do pacote Microbiome (Leo e Shetty, 2017).

O teste exato de Fisher (Calhoun, 2015), foi utilizado a fim de avaliar se ha
um enriquecimento de algum descritor das comunidades, entre aquelas que
foram selecionadas, com o método de prospeccdo em relacdo ao total de

comunidades investigadas. Os descritores a seguir foram considerados de modo
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isolado ou em conjunto: Ambiente (solo, raiz, colmo ou folha), Nicho (endofitico,
epifitico ou rizosférico) e Manejo (organico ou convencional).

Por fim, os ASVs com atribuicdo taxonémica até o nivel de espécie que foram
identificadas em cada uma das comunidades, foram comparadas com o
microbioma fundamental ou “core microbiome” da cana-de-agucar, previamente
reportado por de Souza et al. (2016) e com o conjunto de espécies associadas

as plantas descrito no estudo de Levy (2018).

4. RESULTADOS

4.1.Prospeccao de comunidades bacterianas a partir de rizosfera e

tecidos da cana-de-agucar

A partir do crescimento das diluicbes do lavado superficial e tecidos
homogeneizados da planta nas diferentes versées do meio BRX, foi possivel
recuperar 944 comunidades de bactérias, constituindo um banco de
comunidades bacterianas associadas a cana-de-agucar. Esses resultados
mostram a capacidade do meio BRX no crescimento tanto de bactérias epifiticas
como de endofiticas, que compdem o microbioma cultivavel da cana-de-agucar.
Possivelmente, as poucas quantidades e variadas fontes de nitrogénio, xarope
de cana-de-agucar (como fonte de carbono) e extrato de solo (como fonte de
micronutrientes e outras substancias orgéanicas) (Ghani et al., 2003), conseguem
suportar o desenvolvimento de diferentes morfotipos de bactérias, concordando
com os resultados de Medina (2017). O tratamento das placas de Petri com 100
ML de cicloheximida 100 mM antes da inoculagao resultou na inibigdo de quase
a totalidade dos fungos.

A distribuicdo de comunidades obtidas a partir dos diferentes tecidos estéao

dispostos na Tabela 6. As amostras indicam um maior numero de comunidades
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recuperadas: epifiticos de folha em cultivo organico (OLP) e endofiticos de raiz
em cultivo convencional (CRN) com 94 e 92 comunidades, respectivamente.
Esses nichos apresentaram uma maior diversidade de morfotipos e um
crescimento heterogéneo na placa. Por outro lado, as amostras de epifiticos de
colmo em cultivo orgénico (OSP) e epifiticos de folha em cultivo convencional
(CLP) geraram o menor numero de comunidades, 62 e 64, respectivamente.

As plantas processadas, procedentes de manejos agricolas diferentes,
geraram um numero relativamente parecido de comunidades: 476 a partir de
tecidos de cana-de-agucar organica e 468 a partir de cana-de-agucar sob manejo

convencional.

Tabela 6. Comparativa do numero de comunidades obtidas a partir de diferentes
tecidos da cana-de-agucar sob manejo orgéanico e convencional. Cada
ambiente apresenta dois nichos: epifitico e endofitico.

Ambiente Nicho — Manejo -
Organico Convencional
Epifiticos 94 64
Folha
Endofitico 84 80
Epifitico 62 68
Colmo
Endofitico 68 88
Raiz Endofiticos 84 92
Solo Rizosférico 84 76
476 468
Total: 944

4.2.Selegdao de graminea como modelo para prospec¢cao da promogao

de crescimento in planta

A partir das analises estatisticas feitas (Figura 2) foi possivel identificar que
a espécie L. multiflorum apresentou uma taxa de germinagao maior (p-valor <
0,05) entre todas as condigdes testadas em comparagédo com C. dactylon. No

entanto, C. dactylon expressou uma taxa de germinagao superior a L. multiflorum
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na condi¢ao de choque térmico com 5 minutos de desinfecgdo em meio agarose-
agua.

Em relagdo a contaminacdo, C. dactylon apresentou a menor taxa no
experimento com choque térmico em todas as condigdes de tempos de
desinfec¢cao e meios de cultura, quando comparada com L. multiflorum, sendo a
mais eficiente na condigdo de 20 minutos de desinfecgdo em meio MS com 1%
de sacarose.

Os autores SHEHATA et al. (2018) testaram varias espécies de pastos, entre
elas L. multiflorum e C. dactylon e em diferentes condigbes, a saber: meio de
cultura, tempo de desinfeccdo e germinagdo. Os resultados do estudo
apresentaram que, entre as espécies testadas, a L. multiflorum obteve o melhor
resultado em relagdo as condigdes propostas, enquanto que a C. dactylon
apresentou pouca eficiéncia nos testes de germinagdo em todas as condi¢des.
Porém, os testes realizados neste presente estudo indicaram uma relacao
inversa a observada por esses autores, apresentando também uma taxa muito
inferior de contaminantes endofiticos, mostrando que esta espécie é ideal para
testar as comunidades microbianas isoladas dos tecidos de cana-de-agucar e
solo rizosférico. O tempo de desinfeccdo de 20 minutos em hipoclorito de sodio
2-2,5% foi suficiente para promover um declinio na contaminagéo considerando
C. dactylon. O choque térmico prévio por 5 minutos a 50 °C para C. dactylon nao
foi utilizado, evitando assim, uma etapa adicional no processo. Tanto o meio
agarose-agua, quanto o meio MS com 0,5% de sacarose tiveram baixissima taxa
de contaminagao. Por isso, optou-se por utilizar o meio MS 1X com 0,5% de
sacarose para tornar o ambiente menos estressante para as comunidades
microbianas. Além disso, o protocolo de desinfec¢cdo ndo afetou negativamente
o desenvolvimento pds-germinagdo, e se mostrou eficiente em evitar a

contaminacao.

4.3.Comunidades endofiticas e epifiticas de cana-de-agucar promovem

o crescimento em Cynodon dactylon
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O protocolo desenvolvido para prospecg¢ao da promog¢ao de crescimento in
planta usando a C. dactylon permitiu a avaliagdo de 944 comunidades de
bactérias endofiticas e epifiticas dos diferentes tecidos da cana-de-agucar em
condigdes organica e convencional. Este processo apresentou como resultado
um primeiro grupo com 148 comunidades. Estas comunidades apresentaram
tracos de promocgdo de crescimento a partir da observacdo de cor,
desenvolvimento foliar e radicular (Figura 3). A partir das analises estatisticas e
selegcédo das melhores comunidades usando o parametro de germinagao, que se
encontram localizadas no quartil superior do grupo, foram selecionadas 38
comunidades (Figura 4), as quais apresentaram porcentagem de germinacgao
21,83% que foi acima do controle 49,79%, com uma média de 60,66% (Material

Suplementar).



Contaminag&o (%) Kruskal-Wallis, p = 1e-08 Desenvolvimento Pds-Germinagao (%) Kruskal-Wallis, p = 0.016

125~

Germinagéo (%) Kruskal-Wallis, p = 0.0018

-

0- i-.. .‘-ﬁo-..-

80~
L = T
3 o—-co-5oD00wm
5 ° g s
=
5 4
T - §
==
8 2 3
T © 3
T
3 9
Rl ©
©
100-0 -Gttt | b >
x ©
= 40~
>
3
x
v =
= =
F =
& & 2 X = L
60~ 5 3 = = =)
© = =) D
£ § 8 £ 8
9F « EE g £ £3., =35
G T 55 Q| € 28« Ew
= S 22 Lol = ST E o
= ] 2 g £ 2
= ° 38 = ° 3 5 ©
x B Sx Bx., £ © 7
= < 8 E= 3 8 75-
o ~ 53 [ 8 ®
= T2
x = 22
5, k=3 83
Tea) o o Q
o o . 30-
x = =
: & AR
@ P=s @ ° = .
o 2 L 2 ~ <] B 3 k=) 2 Species
] 2 = T o £ 2 ) 2 3 s E3Cd
k) < k] =) ) © 8 =
> =] o o} > L 8 g |Lm
° 15} 3 3 ©
° 2 2
= [}
& =
b, x =
40 = = 50- E’§
° s ®
S = = = =
LRGN | 8 5 5 = 5 =
% i 2 2 =] 3 5
g 7§ = S K=,
8 8 £ ° T B
2 8 D g 8 B
- T © B 8 i o B
kel ® = 2 20-
o = «©
28 2
1 [ 3
8
@
= = £
‘ - 25- Sl = =5 Sz =
SEEH:= EWS o g =
oM oS £ oM Tl® 5,5
o5 sM3. Mz £ 2
218 |9 SHEucls §|2
218|3 STl 8 3Sms
! gl o o) o 2Mo
[ * [ r

50

O LLOLLOOOLEL 0L OO OO O L4242 (2D <D 2 4D 2 42 42 42 4 4D £ 4D 42 K2 4D 0 OOLOOLOO00OL OO0 OO0 K2LDAD KD KD <D kD 4D KD kD 4D KD kD 4D KD 4D 4D KD
0:0900:000:000:009:0.0 0002114 1D 42O QOO R R PV S A A ANAN A P e e A A ANANHOTAANAN S S S S S A N
S S '9”‘3’«,,9"’&’&’@"’0’9&79;;]9’”‘5’6‘79'0‘795“%Qf@“@%ﬁ%Qo’@"@"@'“%@e“"Q@Q@@’&'&&%@ SO E GG S S SR, S, @’q%(,9Q@Q@%@%‘)@Q@Q@Q@Q@@@ R A A S L L L L PP LIPS PSP
OT O 07O N ATOT 9707 OTATATNRT 9707 OTAT ATOT 0707 07N ATOT O7 07 QTN MO OO O N O 07907 TN ATDT O7 07 DIATATOT DT QT QTIAT ATOT 0507 O N AN 07 OO0 O SIS N N o7 N AT © NN AN o7 oY o7 o N AT
PEPEPEPE P EPE PR LR P EPEPEPE R TR E PR P PEPEPEPERERE R PR PP E PP ERPEPE PR EPE PSS PSP S PSP PSP P
Tratamentos Tratamentos

Tratamentos

Figura 2. Comparagdes estatisticas dos parametros de germinagao (porcentagem), contaminagao (porcentagem) e
desenvolvimento (porcentagem), entre Cynodon dactylon (CD) e Lolium multiflorum (Lm). Foi utilizando o
teste de Kruskal-Wallis e comparagdes pareadas entre os grupos utilizando teste baseado em reamostragem
(1.000 réplicas). Nivel descritivo de significancia (p-valor < 0,05). Letras semelhantes representam que nao

ha significancia na comparacgéo.
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Figura 3. Placas de Petri contendo sementes inoculadas de C. dactylon em meio
basal de sais MS 1X, apés 10 dias de crescimento, mostrando diferentes
respostas: A - Resposta positiva com aumento da germinagdo de
sementes e plantas com inicio de desenvolvimento, B - Resposta a
inoculagado com baixa germinagao e desenvolvimento.

Figura 4. Imagem com as 38 comunidades selecionadas, crescendo em &agar
nutriente e incubadas a 30 °C por um periodo de 72 horas. E. coli DH10B
foi usada como controle de crescimento
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A quantificagdo da produgéo de acido 3-indolacético e o indice de solubilizag&o
de fosfato nessas 38 comunidades, permitiram selecionar 17 comunidades baseando-
se nos valores descritos na Tabela 7, obtendo valores maximos de producao de AlA
de 84,20 ug/mL para a comunidade C6 e indice de solubilizagao de fésforo maximo
de 12,95 para a comunidade C29, senda esta ultima quem apresentou a melhor

relagéo entre os trés parametros.

Tabela 7. Quantificagdo da produgao de AIA em meio LB suplementado com 1 mg/mL
de triptofano e atividade de solubilizagdo de fosfato em meio especifico
solubilizadores de fosfatos contendo fonte de fosfatos insoluvel.

. % de germinagao em C. AlA o S
ID Origem dactylon™ (Hg/mL) Indice solubilizagao de fosfato

Cc2 ORN 57,14 63,08 *
C4 ORN 58,05 82,76 *
C6 ORZz 58,97 84,20 *
Cc7 CSP 63,19 37,70 10,67
C8 CSN 59,54 77,23 6,08
C9 CSP 57,23 32,48 8,53
C12 CSP 63,24 67,12 5,24
C16 CSN 63,54 71,84 4,03
Cc19 CSP 60,59 67,16 4,67
C25 OLP 60,41 66,66 3,96
C26 OLP 62,84 51,96 5,82
c27 OLN 58,12 71,91 5,71
C28 CSN 62,81 64,77 5,84
Cc29 CSN 59,26 78,69 12,95
C32 CSP 60,91 6,40 12,24
C32 CSP 65,45 5,41 11,06
C34 OSP 57,33 5,96 *

*Atividade ndo detectada em 48 horas de crescimento. **Porcentagem de germinacdo média do
controle 49,79%.
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4.4.Prospeccao de promogao de crescimento em B. ruziziensis

Foram observadas diferengas significativas (p-valor < 0,1) entre a inoculagéo de
sementes de B. ruziziensis frente ao controle, a partir das analises de peso fresco e
peso seco tanto da parte aérea como da raiz. As Figuras 5 e 6 representam os
resultados do experimento e exibem a heterogeneidade para cada um dos parametros

analisados, porém exprimem a mesma tendéncia.
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Figura 5. Boxplots demonstrando a distribuicdo do peso fresco da parte aérea (a) e
raiz (b), em gramas, das plantas ao fim do periodo de crescimento pos-
inoculagdo com as comunidades microbianas selecionadas. Pontos
vermelhos indicam diferengas significativas entre as comunidades,
segundo teste de comparagdo de médias Mann—Whitney U (p-valor < 0,1).
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Figura 6. Boxplots demonstrando a distribuicdo do peso seco da parte aérea (a) e
raiz (b), em gramas, das plantas ao fim do periodo de crescimento pos-
inoculagdo com as comunidades microbianas selecionadas. Pontos
vermelhos indicam diferengas significativas entre as comunidades,
segundo teste de comparagdo de médias Mann—Whitney U (p-valor < 0,1).

4.5. Perfil de tragcos de promogao de crescimento vegetal

A quantificacédo de tragos de promocgao de crescimento em plantas, usando testes
bioquimicos nas 17 comunidades selecionadas, sao apresentados na Tabela 8. A
atividade da enzima ACC-desaminase foi detectada em todas as comunidades,
exceto nas comunidades C32 e C33, com valores desde 21,03 até 116 nmol de alfa-
cetobutirato mg™ h-! a partir da indugdo com ACC 3 mM usando o meio de Dworkin e

Foster.
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No caso da producao de sideroforos, o uso do meio M9 teve uma maior indugao
na do sideréforos do tipo hidroxamatos se comparado com o meio BRX, mesmo
depletando o ferro presente no xarope de cana-de-agucar e no extrato de levedura e
peptona. Isto provavelmente foi ocasionado devido a presenga de pequenas
quantidades de fosfatos que fazem parte da composi¢céo do meio (Schwyn e Neilands,
1987; Payne, 1994). As comunidades C2 e C4 apresentaram valores de 88%, e nas
comunidades C28 e C29 observou-se a auséncia da sintese destes compostos.

A atividade de solubilizagado de zinco usando 6xido de zinco como fonte insoluvel,
teve os valores mais altos para o caso de C2 com um index de solubilizacédo de 6,02,
contrario a sua atividade de solubilizacao de fésforo, a qual nao foi detectada em 48
horas de crescimento em meio com fosfatos.

A maxima producdo de biofiime foi induzida pelo meio BRX-caldo nas
comunidades C8, C9, C32 e C34. Mientras que na condi¢ao testada com o meio TSB
adicionado de glicose 1%, as comunidades C34 e C32 tiveram os maiores valores de
producdo. Em geral, os valores maximos de absorbancia foram observados na
comunidade C9 em BRX-caldo, enquanto C2 e C4 apresentaram uma producao de
biofilme muito baixa nas duas condi¢des testadas.

A atividade de quitinase foi detectada em 12 das 17 comunidades testadas, sendo
C6 a que apresentou o maior indice de degradagao de quitina com valores de 3,04,
ressaltando um potencial participagao destas comunidades no controle biolégico pelo
papel da enzima em processos de antagonismo contra fitopatégenos.

Nos testes de proteases (Tabela 9), foram encontradas cinco comunidades com
capacidade proteolitica em meio com leite desnatado: C7, C8, C9, C32 e C33.

Nos meios de cultura usados nos testes de precipitacdo com tween 80 e 20, foi
possivel detectar a producéao de lipases e esterases em cinco comunidades: C6 e C7
para lipases, e C27, C29 e C34 para esterases.

Nas condicbes testadas nao foi possivel detectar a capacidade de producao de
HCN em 48 horas, pelo qual a observacao foi estendida até os 10 dias de incubagao
sem mudancas observadas no indicador de acido picrico.

A deteccdo de enzimas liticas apresentou diversas respostas (Tabela 9). A
triagem de celulases em meio contendo carboximetilcelulose mostrou a capacidade
de metabolizar este polissacarideo somente em duas das comunidades: C6 e C26.
No caso de avicel, nenhuma das comunidades testadas apresentou atividade na

presenca deste substrato.
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Para o caso do teste de atividade de amilase, 8 comunidades resultaram
positivas: C2, C6, C7, C9, C27, C29, C32, e C33 (Tabela 9).

A triagem para detec¢ao do gene nifH usando primers especificos para o gene da
enzima nitrogenase demostrou a presenga de bandas de amplificagao de fragmentos
de DNA nas comunidades C2 e C34, apenas (Figura 7).

O crescimento de comunidades em meio LB suplementado com NaCl apresentou
como resultado um declinio na D.O. na medida do aumento gradual das
concentragdes testadas, conseguindo o maior crescimento em meio LB padrao com
0,5% de NaCl (Tabela 9) e sendo tolerado até a concentracéo de 7,5% (1,28 M NaCl)
por 13 das 17 comunidades testadas. Destas, as comunidades C26, C28 e C29 foram
as unicas a tolerar uma concentragéo de 10,5% (aproximadamente 1,8 M de NaCl) e
crescer em uma concentracgao de glicerol de 25%, mostrando uma grande capacidade

de tolerancia e crescimento em elevada pressao osmatica.
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Tabela 8. Resultados da quantificacdo de diferentes tracos de promocido de crescimento nas 17 comunidades
selecionadas. Valores entre parénteses mostram o desvio padréao.

ACC-des.

. . . " . Biofilme Abs . o
Comunidade c(:t’:gl'lﬁl':to S'de(’“‘n";\;l’;‘)’s % S'de(’gf;)z;’s % '"d'cez‘:‘e Sol. 550nm1(o}$:§ +Glu 535'32::‘“?3‘;[;8 indice Quitina
m9-1 h'1) 0)

c2 48,15 88,81+ 1,66 70,29 % 1,65 6,01+ 0,24 0,05 * 0,004 * 0,05+ 0,002* 2,21+ 0,03
ca 73,41 88,65+ 1,24 54,46 + 27,91 4,79+ 0,31 0,07 + 0,006 0,10 % 0,01 2,0t

cé 43,66 776+ 17,67 64,34+ 287 4,55+ 0,33 0,10 0,02 0,29+ 0,02* 3,037 +0,14
c7 49,16 2755+ 4,07 14,84+ 2425 339+ 0,15 0,14 + 0,02 * 0,17 + 0,02 * 2,0t

c8 67,18 84,11+ 033  73469+227 522+ 0,42 0,16 + 0,01 * 0,14 0,009* 2,33+ 0,02
c9 56,93 91,69+ 11,70 73,907+ 1,13 3,98 + 0,06 0,17 + 0,006 * 0,18+ 0,02* 2,237+ 0,03
c12 44,61 84,88+ 019  74373+107 518+ 0,17 0,17 20,01 * 0,17+0,01* 2,393 % 0,21
c16 27,08 84,97 +0,80 74,169 + 1,41 4,63 + 0,09 0,13 + 0,03 0,15+ 0,006 * 2,183 * 0,02
c19 87,39 82,95+ 1,04  73761+115 544+ 0,03 0,22 + 0,02 * 0,20+ 0,01* 2,253+ 0,07
c25 115,7 8570+ 0,83 65,335+ 1,31 4,57 + 0,25 0,17 + 0,009 * 0,20 + 0,01 * 20t
C26 106,90 87,58+ 0,77  65131+207 3,77 +0,17 0,17 + 0,004 * 0,19+ 0,03*  242+0,18
c27 69,47 88,72+0,79 65,86 % 0,80 3,32+ 0,10 0,16 + 0,01 * 0,19+ 0,009* 2,527 + 0,03
c28 29,81 214+393 21778+ 1144  474+0,09 0,18 * 0,008 * 0,63+ 0,03*  239+0,07
c29 50,69 - 39,475+ 2390 591 0,23 0,21+ 0,04 * 1,57+ 053* 2,37 0,09
C32 - 40,89+ 4,78 21,691 + 6,34 20t 0,41+ 0,01 * 0,49 0,01 * -

C33 - 30,40 £ 4,90 19,563 + 34,95 20t 0,19 * 0,007 * 0,34 + 0,018 * 20t
C34 20,62 38,33+ 13,53  36,463+287 3,663 0,15 0,68 + 0,03 * 0,47+ 0,02* 2,393 + 0,06

* apresentou diferenca estatistica do grupo controle; - sem crescimento, t sem atividade.

** Meio de cultura TSB (“Trypticase Soy Broth”) suplementado com 1% de glicose.
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Tabela 9. Resultados de testes bioquimicos realizados nas 17 comunidades selecionadas. Para o caso do teste de tolerancia a
NaCl foi usada uma escala baseada no aumento da turbidez.

Comunidade Protease Amilase C((aglnlnag)e s C&s:z:ss HCN Esterases Lipases g',asf,z ;{asf,j: '5‘1,35?/: ;‘;EZ 1"3?5%}0 Glz'gf/:ol
Cc2 - + - - - - - ++ ++ + + - -
C4 - - - - - - - ++ ++ ++ + - .
C6 - + + - - - + ++ ++ ++ + - -
Cc7 + + - - - - + ++ + + - - -
C8 + - - - - - - ++ ++ ++ + - -
C9 + + - - - - - ++ ++ ++ - - -
C12 - - - - - - - ++ ++ ++ + - -
C16 - - - - - - - ++ ++ ++ + - -
C19 - - - - - - - ++ ++ ++ + - -
C25 - - - - - - - ++ ++ + + - -
C26 - - + - - - - ++ ++ + + + +
C27 - + - - - + - ++ ++ + + - -
C28 - - - - - - - ++ ++ ++ + + +
C29 - + - - - + - ++ ++ + + + +
C32 + + - - - - - ++ + - - . -
C33 + + - - - - - ++ + - - - -
C34 - - - - - + - ++ + + + - -

NaCl D.O. 595 nm 21,0=++;0,1-1,0=+;<0,1=-.
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Figura 7. Fotografia do gel de agarose 1,5% mostrando bandas de amplificagéao para
as C2 e C34. Foram usados controles negativos (N) e controles positivos
de Bradyrhizobium sp. (A) e Azospirillum brasiliense BR11001 (B).

4.6. Avaliagao do perfil de promogao de crescimento

A partir do indice numérico criado, as comunidades foram classificadas em uma
escala (“ranking”) de acordo com os tragos funcionais obtidos nos testes bioquimicos
e fisioldgicos, em conjunto com os resultados da inoculagao in planta. O resultado da
soma dos valores foram desde 49,98 para a maior pontuagao, até -41. Desta forma,
a comunidade C9 ocupou a primeira posicao e, portanto, obteve o maior potencial
metabdlico e de promogao de crescimento vegetal tanto em C. dactylon como em B.
ruziziensis.

Dentro do grupo avaliado destacam-se as cinco primeiras (Tabela 10) pelo alto
potencial metabdlico e de promogao de crescimento vegetal. Quatro delas provém de
colmo de cana-de-agucar convencional (CS); destes, dois sdo epifiticos - posi¢cédo 1 e
4 - e dois endofiticos - posicdo 2 e 3 do “ranking” - e s6 uma provém de cana-de-

acucar organica sendo endofitico de folha (OLN) na posicao numero 5 da lista. Assim,
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o “ranking” permitiu o agrupamento das comunidades em trés grupos: as cinco
primeiras consideradas "Top ranked", as cinco ultimas "Bottom ranked”, e as sete
comunidades situadas entre o primeiro e o ultimo grupo e chamadas de “Intermediate
Ranked”.

O anterior demonstra o potencial de comunidades epifiticas provenientes do
cauliplano (superficie do caule) e endosfera da folha, o qual esta complementado com
testes de perfil de metabolismo de carboidratos, cujos resultados, apresentados na
Tabela 11, demostram a capacidade de metabolizar uma grande parte dos
carboidratos do sistema API 50 CH.

Tabela 10. Resultado da avaliagdo integral de resultados conjuntos de testes de
inoculacdo em plantas e quantificagcdao de tracos de promocdo de
crescimento vegetal na forma de ranking.

Ranking comunidade Origem FR SR FA SA ST FT BNa Total

1 C9 Csp 9 10 6 6 10 8 098 4998
2 C8 CSN 10 5 9 8 4 9 338 4838
3 C28 CSN 8 4 10 9 7 10 -0,67 47,33
4 C12 csp 7 6 &5 7 8 7 227 4227
5 C27 OLN 4 8 4 4 6 3 19 30,96
6 C16 CSN 5 9 1 0 9 &5 05 27,56
7 C7 csp 3 -2 8 10 1 6 -160 244

8 C19 CSP 1 7 0 3 &5 2 362 2162
9 C6 ORZ 2 0 7 5 0 4 186 19,86
10 C25 OLP o 3 3 -1 2 1 282 10,82
11 C2 ORN -3 2 2 1 3 -1 207 6,07

12 C29 CSN 6 1 -2 -5 -3 0 348 048

13 C4 ORN 4 4 1 2 -1 -2 128 -6,72
14 C34 osp 5 1 5 -2 -2 -5 036 -19,64
15 C26 oo -2 6 4 -3 -5 -3 280 -20,2

16 C33 csp 1 -3 -3 4 -4 -4 -513 -24/13
17 C32 OsP 6 5 6 6 -6 -6 -620 -41,2

FR — Massa fresca raiz, SR — Massa seca raiz, FA — Massa fresca parte aérea, SA — Massa seca parte aérea,

ST — Massa seca total, FT — Massa fresca total, BNa — Resultado da soma de testes bioquimicos e resultados
de testes de tolerancia a NaCl.
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Tabela 11. Resultados do teste de metabolismo de carboidratos com o sistema API
50 CH das cinco comunidades com o melhor desempenho em planta e
melhor perfil bioquimico e fisiolégico. Para as inoculagdes foi usado o
meio API 50 CHB/E. As galerias foram inoculadas segundo as indicagdes
do fabricante e incubadas a 30°C, fazendo leituras as 24 e 48 horas.

Comunidades
Galeria Tubo Carboidrato c8 C9 C12 C27 C28

1 - - - - -

Controle Negativo

2 Glycérol (GLY) ¥ i i ' ;

3 Erythritol (ERY) i ) * ] ]

4 D-Arabinose (DARA) * * * i )

1 5 L-Arabinose (LARA) * * * * i
6 D-Ribose (RIB) ¥ * * i '

7 D-Xylose (DXYL) ¥ ¥ * ' '

8 L-Xylose (LXYL) i ) ) ) -

9 D-Adonitol (ADO) * i . : -

10  Methyl-BD-Xylopryanoside + + + + )

(MDX)

11 D-Galactose (GAL) * ¥ * i '

12 D-Glucose (GLU) N N . : .

13 D-Fructose (FRU) ¥ ¥ * i '

14 D-Mannose (MNE) * * * * '

) 15 |-Sorbose (SBE) ¥ ¥ * ) )
16 L-RHAmMnose (RHA) * * * * '

17 Dulcitol (DUL) ¥ N i ) i

18 Inositol (INO) ¥ * * i '

19 D-Mannitol (MAN) ¥ ¥ * i '

20 D-sorbitol (SOR) * . i ’ -

21 Mannopryanoside (MDM) * i * ) ]

22 Glucopryanoside (MDG) ¥ * * i '

23 AcetylGlucosamine (NAG) * * ¥ ) '

24 Amygdaline (AMY) ¥ * * : )

) 25 Arbutine (ARB) ¥ * * i '
26 Esculine (ESC) * * * i '

27 Salicine (SAL) ¥ * * i '

28 D-Celiobiose (CEL) * ¥ * i '

29 D-Maltose (MAL) ¥ * N i '

30 D-Lactose (LAC) * " ’ i -

31 D-Melibiose (MEL) ¥ * * i '

32 D-Sacharose (SAC) ¥ * i . '

4 33 D-Trehalose (TRE) * ¥ * * !
34 Inuline (INU) ¥ * * ) )

35 D-Melezitose (MLZ) * * * i '

+ + + + +

36 D-Rafinose (RAF)
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37 Amido (AMD) + + + + -
38 Glycogene (GLYG) + + + + -
39 Xylitol (XLT) - - - + +
40 Gentiobiose (GEN) * + + + +
41 D-Turanose (TUR) + + + + -
42 D-Lyxose (LYX) + + + + -
43 D-Tagatose (TAG) + + + - -
44 Dp_Fucose (DFUC) + + + + -
45 | Fucose (LFUC) + + + + -
S 46 Dp_Arabitol (DARL) + + + + -
47 | _Arabitol (LARL) + + - + -
48 Potassium Gluconate - - - - -
(GNT)
49 Potassium2 - - - - - -
Cetogluconate (2KG)
Potassium5- + + + - +

50 Cetogluconate (5KG)

4.7.Composicao taxonomica das comunidades de bactérias endofiticas e

epifiticas de cana-de-agucar

O sequenciamento das dezessete comunidades gerou um total de 606.319
leituras, que foram fundidas aos pares R1 e R2, resultando em um montante de
600.678 sequéncias com sobreposicdo de no minimo 15 pb. Essas sequéncias
possuem tamanho médio de 478 pb que foram submetidas ao processo de remocgéao
de primers resultando em 573.909 sequéncias.

Apos a etapa de processamento com o DADA2, para remogao de sequéncias de
baixa qualidade (filtradas), a corregdo de erros do sequenciamento (“denocised”) e a
remogao de quimeras (ndo-quiméricas) restaram 471.096 sequéncias,
correspondendo a aproximadamente 78% do total dos dados. A distribuicdo das
sequéncias de cada etapa do processamento com o DADA2 por amostra, estado

descritas na Tabela 12.
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Tabela 12. Relatorio de filtragem de sequéncias por amostras obtidas do
processamento com DADAZ2.

Amostra Entrada Filtrado Remoc¢ao de ruido Remocgao de quimeras
C2 7.170 6.997 6.789 4.851
C4 28.494 27.663 27.512 24.362
Cé6 70.373 67.383 66.954 54.896
C7 35.224 34.369 34.254 31.369
C8 71.344 70.176 69.338 56.811
C9 216.128 211.407 210.096 178.031
C12 37.202 36.388 35.857 31.558
C16 34.652 32.786 32.361 27.727
Cc19 42.374 41.614 41.093 34.231
C25 6.122 5.978 5.957 5.601
C26 3.914 3.823 3.535 3.243
Cc27 1.090 1.052 1.028 984
Cc28 10.778 10.481 10.365 9.332
C29 943 909 909 909
C32 2.817 2.654 2.627 2.608
C33 1.212 1.183 1.175 1.175
C34 4.072 4.005 3.925 3.408

Total 573.909 558.868 5583.775 471.096

As sequéncias resultantes do processamento foram classificadas em 174
“amplicon sequence variance” (ASVs). Para avaliar a riqueza, uniformidade e
abundancia de espécies em cada uma das amostras, foram utilizados os indices de
diversidade alfa, espécies observadas, Chao-1, Shannon e Simpson (Figura 8.A).

Considerando o estimador de riqueza Chao-1, as comunidades apresentaram
uma variacao no numero de ASVs. No entanto, a maior riqueza esta mais associada
as amostras das comunidades C28, C16, C12, C9 que sao epifiticos de colmo
convencional, enquanto que C19, C8 sao endofiticos de colmo convencional (Figura
8.A).

Para os indices de Shannon (maior peso riqueza de espécie) e o de Simpson
(considera a uniformidade mais do que a riqueza de espécies) as comunidades C29,
C32 e C33, apresentaram menor riqueza e uniformidade.

O teste estatistico de Kruskal-Walis para comparacgao, considerando os 3 fatores
- ambiente, nicho e manejo - e por comunidade, nao foram significativos apresentando
p-valor igual a 0,9131081, 0,9820452 e 0,9794189, para as métricas de Chao1,
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Shannon e Simpson, respectivamente, enquanto para as comunidades os valores de
p-valor foram 0,4529608, 0,4529608 e 0,4529608, respectivamente. Diante destas
analises nao foi possivel considerar que os fatores ambiente, nicho e manejo
influenciam a diversidade de ASVs, assim como o agrupamento das comunidades em
"Top ranked", “Intermediate Ranked” e "Bottom ranked” também n&o exibiram
diferenca.

A diversidade beta para as ASVs foi estimada a partir da medida de distancia de
Bray-Curtis. A ordenagao do PCoA representa a dissimilaridade da composigao das
comunidades entre os manejos e foi, significativamente, diferente (PERMANOVA R?
=0,11119 P = 0,031) (Figura 8.B).

As anadlises de dados de sequenciamento mostram a presenca de 54 taxas
identificadas nas comunidades, e apresentados na Tabela 13. Destes, 34 possuem
atribuicbes no nivel de géneros e 24 de espécie (Tabela 14), as quais estao
distribuidas nas comunidades analisadas e apresentadas no grafico de barras (Figura
9), com excecdo da C27, C32 e C33, que apresentaram unicamente atribuicao

taxonémica até o nivel de género.
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Figura 8. A. Métricas de alfa-diversidade a partir das ASVs por comunidade. A diversidade alfa foi avaliada para as medidas de
diversidade Chao 1, Shannon e Simpson. As cores dos pontos indicam o ambiente correspondente a comunidade. B.
Analise de Coordenadas Principais (PCoA) com base na distadncia de Bray-Curtis que considera as diferengas das
comunidades microbianas entre os manejos.



Tabela 13. Tabela com os ASVs obtidos a partir das analises de sequenciamento da regido V3-V4 do gene 16S rRNA

1D Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

ASV1 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter NA
ASV2 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophilia
ASV3 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV4  Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus NA
ASV5 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV6 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter baylyi
ASV7 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas NA
ASV8 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
ASV9 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Achromobacter NA
ASV10 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Leucobacter iarius
ASV11 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus hunanensis
ASV12 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Chryseobacterium taiwanense
ASV13 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas NA
ASV14 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Chryseobacterium gleum
ASV15 Bacteria Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Sphingobacterium multivorum
ASV16 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV17 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus NA
ASV18 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV19 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Achromobacter NA
ASV20 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter NA
ASV21 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus NA
ASV22 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV23 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophilia
ASV24 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophilia
ASV25 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae_1 Bacillus NA
ASV26 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter NA
ASV27 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter NA
ASV28 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
ASV29 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
ASV30 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas NA
ASV31 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium NA
ASV32 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Achromobacter NA
ASV33 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophilia
ASV34 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV35 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Citrobacter murliniae

66
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1D Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
ASV36 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus xylanilyticus
ASV37 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Kosakonia NA
ASV38 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Kosakonia NA
ASV39 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae_1 Bacillus NA
ASV40 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea NA
ASV41 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae_1 Bacillus NA
ASV42 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus illinoisensis
ASV43 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV44 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV45 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV46 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus illinoisensis
ASV47 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia NA
ASV48 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae NA NA
ASV49 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV50 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas rhizophila
ASV51 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 NA NA
ASV52 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Planococcaceae Lysinibacillus NA
ASV53 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea NA
ASV54 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Serratia NA
ASV55 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Herbaspirillum huttiense
ASV56 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV57 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus sulfureus
ASV58 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas rhizophila
ASV59 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Herbaspirillum NA
ASV60 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Chryseobacterium daejeonense
ASV61 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingobium yanoikuyae
ASV62 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV63 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Serratia NA
ASV64 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae NA NA
ASV65 Bacteria Proteobacteria NA NA NA NA NA
ASV66 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Microbacterium binotii
ASV67 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV68 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Chryseobacterium NA
ASV69 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV70 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Acidovorax NA




Tabela 13. Continuagéo.

1D Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
ASV71 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Cellulomonadaceae Cellulomonas NA
ASV72 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV73 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV74 Bacteria Proteobacteria NA NA NA NA NA
ASV75 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Xanthomonas NA
ASV76 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae NA NA
ASV77 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Microbacterium NA
ASV78 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Serratia NA
ASV79 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophilia
ASV80 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Herbaspirillum frisingense
ASV81 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Leucobacter NA
ASV82 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV83 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas NA
ASV84 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
ASV85 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophilia
ASV86 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus NA
ASV87 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV88 Bacteria NA NA NA NA NA NA
ASV89 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV90 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV91 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas spadix
ASV92 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Planococcaceae Lysinibacillus NA
ASV93 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae NA NA
ASV94 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV95 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV96 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
ASV97 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV98 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV99 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV100 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Herbaspirillum NA
ASV101 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV102 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV103 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Bordetella NA
ASV104 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae NA NA
ASV105 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
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1D Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

ASV106 Bacteria NA NA NA NA NA NA
ASV107 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV108 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae NA NA
ASV109 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV110 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella NA
ASV111 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas NA
ASV112 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae NA NA
ASV113 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV114 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV115 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales NA NA NA
ASV116 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas maltophilia
ASV117 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales NA NA NA
ASV118 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae NA NA
ASV119 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales NA NA NA
ASV120 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae NA NA
ASV121 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Cupriavidus NA
ASV122 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Microbacterium NA
ASV123 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Herbaspirillum NA
ASV124 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae NA NA
ASV125 Bacteria Proteobacteria NA NA NA NA NA
ASV126 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV127 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV128 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae NA NA
ASV129 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae NA NA
ASV130 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae NA NA
ASV131 Bacteria NA NA NA NA NA NA
ASV132 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae NA NA
ASV133 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas NA
ASV134 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus NA
ASV135 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales NA NA NA
ASV136 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV137 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Fontibacillus NA
ASV138 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Shinella zoogloeoides
ASV139 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae NA NA
ASV140 Bacteria Proteobacteria NA NA NA NA NA
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1D Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
ASV141 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Microbacterium NA
ASV142 Bacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Microbacterium laevaniformans
ASV143 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae NA NA
ASV144 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia caledonica
ASV145 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV146 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV147 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae NA NA
ASV148 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae NA NA
ASV149 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhizobiales NA NA NA
ASV150 Bacteria NA NA NA NA NA NA
ASV151 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales NA NA NA
ASV152 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus glycanilyticus
ASV153 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae_1 Bacillus NA
ASV154 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NA NA
ASV155 Bacteria Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae NA NA
ASV156 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales NA NA NA
ASV157 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV158 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae_1 Bacillus NA
ASV159 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV160 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas NA
ASV161 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales NA NA NA
ASV162 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae NA NA
ASV163 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas NA
ASV164 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium NA
ASV165 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae NA NA
ASV166 Bacteria NA NA NA NA NA NA
ASV167 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Neorhizobium NA
ASV168 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae_1 Paenibacillus timonensis
ASV169 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiales_incertae_sedis NA NA
ASV170 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Neorhizobium NA
ASV171 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas NA
ASV172 Bacteria Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Lactococcus NA
ASV173 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales NA NA NA
ASV174 Bacteria Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax guangxiensis
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Tabela 14. Lista de ASVs com atribuicdo taxondbmica até o nivel de espécie

identificadas a partir

do sequenciamento das 17 comunidades

selecionadas, as quais encontra-se distribuidas em quatro filos.

Filo

Espécies

Actinobacteria

Bacteroidetes

Firmicutes

Proteobacteria

Leucobacter iarius
Microbacterium binotii
Microbacterium laevaniformans

Chryseobacterium daejeonense
Chryseobacterium gleum
Taiwanese Chryseobacterium
Sphingobacterium multivorum
Sphingobium yanoikuyae

Enterococcus sulfureus
Paenibacillus glycanilyticus
Paenibacillus hunanensis
Paenibacillus illinoisensis
Paenibacillus timonensis
Paenibacillus xylanilyticus

Acinetobacter baylyi
Burkholderia caledonica
Citrobacter murliniae
Herbaspirillum frisingense
Herbaspirillum huttiense
Pseudoxanthomonas spadix
Shinella zoogloeoides
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas rhizophila
Variovorax guangxiensis
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Figura 9. Distribuicao de espécies em 14 das 17 comunidades estudadas, mostrando
os diferentes niveis de abundancia dentro de cada comunidade analisada.
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Foi observado que as quatro primeiras comunidades do ranking (Tabela 10),
possuiam um total de 16 ASVs, com atribuicdo de espécies (Error! Reference
source not found. e Figura 10) em C28, que apresentou quatro espécies exclusivas
as quais nao estavam presentes nas outras trés comunidades (Stenotrophomonas
rhizophila, Sphingobium yanoikuyae, Burkholderia caledonica, Pseudoxanthomonas
spadix), assim como em trés das cinco espécies que conformam a comunidade C9
(Herbaspirillum huttiense, Shinella zoogloeoides, Herbaspirillum frisingense). Ja para
as comunidades C8, C9 e C12, estas compartilharam um total de 9 das espécies
identificadas no grupo; destas, seis sdao comuns entre C8, C9 e C12
(Sphingobacterium multivorum, Paenibacillus hunanensis, Leucobacter iarius,
Microbacterium binotii, Stenotrophomonas maltophilia e Paenibacillus illinoisensis),
duas espécies para C9 e C12 (Chryseobacterium taiwanense e Acinetobacter baylyi)
e uma comum para C12 e C8 (Chryseobacterium gleum).

A partir dos dados de sequenciamento das comunidades, foi identificada também
a distribuicao e prevaléncia de géneros distribuidos dentro do grupo, com limiar de
deteccdo maior que 0,1% e limiar de prevaléncia maior que 10%. Este fato foi
apresentado na forma de mapa de calor (Figura 11), onde € possivel observar que
ainda persistem um numero consideravel de ASVs sem atribuicdo taxondmica
seguido dos géneros com maior prevaléncia e abundancia: Enterobacter,

Paenibacillus, Stenotrophomonas e Pseudomonas.
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Tabela 15. Distribuigado de espécies das primeiras quatro comunidades do grupo "Top
ranked" considerando duas categorias: comuns, para as espécies que
foram identificadas em varias comunidades e espécies que foram
identificadas em uma unica comunidade.

Categoria

Espécies

Comunidade

Comuns

Sphingobacterium multivorum
Paenibacillus hunanensis
Leucobacter iarius
Microbacterium binotii
Stenotrophomonas maltophilia
Paenibacillus illinoisensis

C12,C8e C9

Chryseobacterium taiwanense
Acinetobacter baylyi

C12eC9

Chryseobacterium gleum

C12eC8

Unicas

Herbaspirillum huttiense
Shinella zoogloeoides
Herbaspirillum frisingense

C9

Stenotrophomonas rhizophila
Sphingobium yanoikuyae
Burkholderia caledonica
Pseudoxanthomonas spadix

C28

C8 C28

Ci2

Figura 10. Diagrama de Venn mostrando o numero de espécies dentro das
categorias comuns ou unicas entre as quatro primeiras comunidades
do "ranking".
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Figura 11. Mapa de calor do microbioma fundamental ou " core microbiome "
exibindo a prevaléncia e a abundancia relativa dos géneros
identificados, dentre as 17 comunidades selecionadas, no processo de
prospecg¢ao de comunidades promotoras de crescimento em plantas.

De acordo com a analise de enriquecimento de descritores das 17 comunidades
selecionadas, a partir das 944 iniciais, ha destaque para o ambiente colmo da cana-
de-agucar com manejo convencional (p-valor = 0.0001183), além do nicho epifitico
neste mesmo ambiente (p-valor = 0.001067), e por fim, do ambiente colmo da cana-
de-agucar sob qualquer manejo (p-valor = 0.005637). Ainda vale ressaltar que o
ambiente raiz de cana-de-agucar convencional também obteve destaque, porém com
um nivel descritivo de significancia menor (p-valor = 0.05497).

A partir dos 54 taxa identificados nas comunidades, 24 possuiam atribuicbes no
nivel de espécie. Além disso, encontramos 10 correspondéncias nos dados de Levy
et al. (Levy et al., 2018), que utilizaram uma lista de 4.921 registros de taxa no JGI

(https://genome.jgi.doe.gov/portal/) que, quando relacionados com o banco de dados

NCBI Taxonomy (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy), representam 4.726 taxa

distintos. Desses 10 taxa, 5 possuiam alguma estirpe associada a planta ou solo
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(“rhizosphere”, “endophyte”, “phylosphere”) e 5 ndo possuiam estirpes na lista dos

considerados associados as plantas (“plant-associated”) (Tabela 16).

Tabela 16. Descricdo de espécies identificadas neste trabalho coincidentes com as
espécies analisadas no trabalho de Levy et. al. (2017) indicando seu
status e 0 ambiente a partir do qual foi descrito.

Estatus Tax_id Espécie Ambiente relacionado
134536 Paraburkholderia caledonica “‘Rhizosphere”
216778 Stenotrophomonas rhizophila “‘Rhizosphere”
Associada “‘Rhizosphere/endophyte/soil/
. animal/other”, “Endophyte: Root;
aplantaou 40324 Stenotrophomonas maltophilia imal- h S .
solo animal: human,giardia,oyster;
other: rock surface”
415229 Pseudoxanthomonas spadix “Phylosphere”
92645 Herbaspirillum frisingense “‘Endophyte” “Endophyte: leaf”
202950 Acinetobacter baylyi “Other: activated sludge”
N3o 36807  Microbacterium laevaniformans “Subsurface sediment”
associado 363331  Chryseobacterium taiwanense “Freshwater”
a planta 250 Chryseobacterium gleum “Animal: human”
863372 Herbaspirillum huttiense “Other: freshwater”

Da mesma forma, todos os taxa com atribuicdo até o nivel de género do presente
trabalho foram comparados com o microbioma fundamental (“core microbiome”) da
cana-de-agucar reportado por de Souza et al. (de Souza et al., 2016), e
adicionalmente os géneros Burkholderia, Pantoea, Enterobacter, Stenotrophomonas
e Microbacterium, relacionados a este trabalho, fazem parte de um grupo de 26
géneros testados em experimentos de inoculagdo com milho e posteriormente
sequenciados em um trabalho posterior (Armanhi et al., 2018; de Souza et al., 2019),
onde em alguns deles foi identificada a capacidade de colonizar as plantas de forma
robusta, resultando na identificagdo dos géneros Burkholderia, Pantoea, Enterobacter
e Stenotrophomonas como colonizadores robustos.

A andlise de co-ocorréncia (Figura 12) revela a existéncia de quatro sub-redes.
Duas dessas sub-redes apresentaram padrao semelhante, em que ha apenas um par
de géneros em cada, sendo estes: Enterobacter-Stenotrophonas e Shingobium-

Pseudoxanthomonas. Além disso, essas sub-redes apresentaram as menores
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proximidades (“closeness”) entre seus elementos (Tabela 17), com um valor de 1,74
x 103. Por sua vez, Serratia, Acidovorax, Lysinibacillus e Xanthomonas compdem
outra sub-rede que, embora possua maior numero de elementos, a medida de
proximidade entre estes se assemelha a encontrada nas sub-redes anteriores (1,89
x 10-%). A maior e mais complexa sub-rede conta com 17 géneros apresentando, em
média, proximidade de 4 x 103 (+ 0,17 x 10-3). Nesta sub-rede é notada a existéncia
de duas subdivisdes. A de menor interligagao, proxima ao topo do grafico, € definida
pela falta de elementos acentuados de centralidade, aqui definido pelo valor de
centralidade de autovetor (“eigenvector centrality”). Na regido oposta do grafico, a
segunda subdivisdo, exibe a maior complexidade presente na analise como um todo,
onde nota-se um maior grau de ligagdo dos géneros presentes. O género
Chryseobacterium €& considerado um elemento central (“eigen centrality”: 1),
conectado com todos os outros géneros presentes em sua subdivisdo, a excesséo de
Acinetobacter. Ademais, géneros como Pseudomonas, Enterococcus e Leucobacter,
apresentaram alta conectividade com os elementos vizinhos e valores de centralidade
acima de 0,85. Ainda em relagao a esta sub-rede, vale destacar os géneros Pantoea
e Sphingobacterium, que sdo os elementos de ligagdo entre as subdivisdes,
correspondendo aos maiores valores de medida de intermediagao (“betweenness”),

sendo estes 69 e 64, respectivamente.
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Figura 12. Rede de co-ocorréncia dos géneros baseada nos valores de indice de
Jaccard, obtidos nas analises de beta-diversidade. Sao exibidos apenas

ligagbes com distancia maxima de 0,8.
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Tabela 17. Valores de centralidade calculados para os géneros presentes nas 17
comunidades.

Genus Degree Closeness Betweenness Eigen Centrality
Chryseobacterium 7 0,0042 20,7000 1,0000
Pseudomonas 6 0,0040 1,2000 0,9191
Leucobacter 6 0,0042 16,0000 0,8793
Enterococcus 6 0,0041 10,7000 0,8961
Rhizobium 5 0,0040 1,0000 0,7837
Achromobacter 5 0,0040 0,2000 0,8153
Paenibacillus 5 0,0040 15,2000 0,6745
Sphingobacterium 4 0,0042 64,0000 0,5251
Pantoea 4 0,0042 69,0000 0,1091
Burkholderia 4 0,0041 44,5000 0,0274
Lysinibacillus 3 0,0019 0,0000 0,0003
Serratia 3 0,0019 0,0000 0,0067
Herbaspirillum 3 0,0041 5,5000 0,0266
Acidovorax 3 0,0019 0,0000 0,0072
Xanthomonas 3 0,0019 0,0000 0,0116
Flavobacterium 2 0,0039 0,0000 0,0098
Cellulomonas 2 0,0039 28,0000 0,0052
Bordetella 2 0,0037 15,0000 0,0010
Enterobacter 1 0,0017 0,0000 0,0071
Stenotrophomonas 1 0,0017 0,0000 0,0053
Acinetobacter 1 0,0038 0,0000 0,1228
Sphingobium 1 0,0017 0,0000 0,0047
Microbacterium 1 0,0040 0,0000 0,0199
Pseudoxanthomonas 1 0,0017 0,0000 0,0039
Shinella 1 0,0035 0,0000 0,0002

As analises com PICRUSt (Langille et al., 2013) e LEFSe (Segata et al., 2011),
usando o banco de dados METACYC (Caspi et al., 2014), retornou 358 vias
metabdlicas (Figura 13) e a partir dessas foi realizada uma analise comparando trés
grupos definidos a partir do “ranking”. O primeiro grupo, formado pelas cinco primeiras
da lista, foi nomeado como "Top ranked", o segundo grupo, formado pelas cinco
ultimas da lista, recebeu o nome de "Bottom ranked", e o terceiro grupo, formado por
aquelas comunidades que ficaram no meio da lista, foi denominado como "ltermediate
ranked", como demonstra a Figura 14.

O grafico representa o resultado da analise indicando doze vias metabdlicas com
valores de “Score Linear discriminant analysis (LDA)” acima de 2. Destas, o grupo

"Top ranked" apresentou cinco rotas com um “LDA Score” acima de 2.5:
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‘superpathway of demethylmenaquinol-8 biosynthesis I”, “2-aminophenol
degradation”, “UDP-2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-a-D-mannuronate biosynthesis”,
“‘mycothiol biosynthesis” e “meta cleavage pathway of aromatic compounds”. Ja para
o grupo de "ltermediate ranked", foram encontradas quatro rotas com um “LDA Score”
de 3.5: “D-galacturonate degradation I”, “superpathway of sulfate assimilation and
cysteine biosynthesis”, “superpathway of L-arginine, putrescine, and 4-
aminobutanoate degradation” e “superpathway of L-arginine and L-ornithine
degradation”. E finalmente, o grupo "Bottom ranked" apresentou uma unica rota

metabdlica com um LDA Score acima de 2: “acetyl-CoA fermentation to butanoate II”.
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Figura 13. Mapa de calor (“heatmap”) e dendrogramas obtidos a partir dos
agrupamentos hierarquicos dos perfis de abundéncia de vias
metabdlicas do banco de dados METACYC apds analise de predicao
com PICRUSt. Os agrupamentos hierarquicos tanto dos perfis das
comunidades (colunas), como das vias metabdlicas (linhas) foram
gerados com método de distancia Euclidiana e método de ligagao pela
média.
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Figura 14. Grafico de barras que mostra as vias metabdlicas mais representativas obtidas a partir das analises com LEfSe
entre os trés grupos das 17 comunidades selecionadas: “Top Ranked”, “Intermediate” e “Bottom Ranked”.
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5. DISCUSSAO

A metodologia proposta neste trabalho permitiu a recuperagdo de 944
comunidades de bactérias associadas a cana-de-agucar, das quais, apés um
processo de selecao, 17 apresentaram capacidade de promocido de crescimento
vegetal em C. dactylon e B. ruziziensis, além do potencial metabdlico variado.

O modelo de prospeccao desenvolvido ndo tem foco num unico trago de
promogao de crescimento vegetal, e tenta obter o melhor sucesso na recuperagéo do
microbioma cultivavel da planta. Porém, é possivel aplica-lo a fim de encontrar um
traco especifico, fazendo uso de meios seletivos para obter isolados ou comunidades
que possuam um potencial fisiolégico como, por exemplo, a busca de enzimas ou
metabdlitos, como tem sido demostrado em diferentes trabalhos (Alves et al., 2014;
Brader et al., 2014; Hermann Desire et al.,, 2014; Hennessy et al., 2018),
considerando primeiro os efeitos da inoculagdo em plantas assim como o uso de
outras plantas modelo.

Apesar da existéncia de uma alta variedade de meios de cultura usados para
isolar microrganismos endofiticos e epifiticos (Johnston-Monje e Raizada, 2011;
Baldani et al.,, 2014; Johnston-Monje et al., 2014; Bertani et al., 2016), nesta
metodologia foi proposto o uso de um novo meio de cultura (BRX) que permitiu o
crescimento de diversos morfotipos de bactérias heterotroficas em um periodo de 48
até 72 horas a partir de solo rizosférico ou diferentes tecidos da planta.

As baixas e variadas concentragdes de fontes de nitrogénio, como nitrato de
amonio, peptona e extrato de levedura, assim como os outros componentes em cada
versao do meio BRX, a saber: raiz, colmo e folha triturados, além do xarope como
fonte primaria de carbono e o extrato de solo como fonte secundaria e de minerais e
outros cofatores, possibilitaram o crescimento e a recuperagao de diversas bactérias
de 4 filos (Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes), que foram
identificadas nas comunidades selecionadas, além da diversidade de morfotipos
encontrados nas demais comunidades que ndo foram sequenciadas.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o uso do meio de cultura BRX,

tanto na forma sélida (agar) como na forma liquida (caldo), permitiu a recuperacao de
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um numero importante de comunidades de bactérias a partir da cana-de-acucar e
solo rizosférico.

Ja o uso de diversas e variadas fontes de nitrogénio e carbono, em pequenas
quantidades em partes de plantas, e o perfil de minerais usado favoreceram o
crescimento de bactérias associadas a cana-de-agucar, o que concorda com O
resultados de Medina et al. (Medina et al., 2017), que concluiu que o uso de meios de
cultura com baixas concentracdes de nutrientes facilitaram o crescimento de taxa
bacterianos mais diversos e cresceram comunidades distintas em relagdo a meios
com maiores concentragdes de nutrientes.

Além dos componentes de origem vegetal, o0 meio BRX foi suplementado com
extrato de solo, que aportou uma série de substancias organicas incluindo
carboidratos, acidos organicos e outros compostos e minerais que melhoraram a
recuperacdo de microrganismos pouco ou dificilmente cultivaveis (Liebeke et al.,
2009; Nguyen et al., 2018; Sarhan et al., 2019). O meio de cultura proposto neste
trabalho tem o potencial de ser usado na prospeccido de bactérias endofiticas e
epifiticas de outras plantas, tanto gramineas como outros tipos de culturas, plantas
medicinais e de ambientes silvestres.

O uso de C. dactylon como planta modelo, permitiu observar diferentes tipos
de respostas a inoculagéo, tanto positivas como negativas, considerando que o
microbioma de um planta doadora pode ter diferentes efeitos na planta receptora
(Rubin et al., 2020). Neste caso, as respostas observadas, permitiram filtrar um
numero consideravel de comunidades, selecionando sé aquelas com tragos positivos
de promocgao de crescimento vegetal, e permitindo que este grupo benéfico putativo
fosse caracterizado bioquimica e fisiologicamente. O anterior, permitiu reduzir o
numero total de testes e recursos do laboratério, além de serem testados
posteriormente, em outra planta modelo. Recentemente, outros modelos ou
protocolos para prospecgao de bactérias endofiticas e epifiticas, através de
isolamento e teste em plantas, tém sido propostos, mas estes nao tém foco em
comunidades mas sim, em isolados (Balsanelli et al., 2019).

A grama bermuda (C. dactylon) ja tinha sido usada em estudos anteriores,
moleculares (Wang et al., 2009, 2013), de fertilizagdo (Zanardo et al., 2018), estudos
de inoculagédo (Verma et al., 2018a; White et al., 2018), assim como estudos cujo
objetivo era caracterizar a microbiota associada a esta grama (Elliott e Des Jardin,

1999). Até o momento, ndo tem sido identificado estudo algum onde essa planta tenha
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sido usada para triagem em larga escala de comunidades de bactérias em busca de
tracos de promogéao de crescimento vegetal.

A partir dos resultados obtidos de prospeccédo da promocao de crescimento em
B. ruziziensis, da quantificacdo de tragos de promogao de crescimento e testes
fisiologicos, foi estabelecido um “ranking”, que permitiu classificar as comunidades
com alto potencial. De acordo com esse “ranking”, concluiu-se que tecidos como
colmo e folha, possuem um potencial de abrigar comunidades epifiticas e endofiticas
associadas a estes tecidos com caracteristicas de promogao de crescimento vegetal.
Estes resultados podem ser explorado em outros estudos, ja que, tradicionalmente,
os estudos de prospec¢do de microrganismos com tragos funcionais, tais como
fixacdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfatos, sintese de fitormdnios entre outros,
tém se orientado principalmente a prospeccéao a partir de tecidos como raizes, tanto
endofiticos como rizosféricos (Baldani et al., 2014; Szilagyi-Zecchin et al., 2014;
Kumar Meena et al., 2015; Joe et al., 2016). No entanto, no presente estudo, apesar
de incluir a rizosfera e a endosfera de raiz na prospeccdo de comunidades de
bactérias com capacidade para promover o crescimento de plantas, apenas trés
comunidades, das 17 selecionadas nas etapas finais, provém da raiz ou da rizosfera,
ambos casos de cana-de-agucar organica.

A expectativa inicial deste trabalho estava orientada, de modo geral, a encontrar
um maior numero de comunidades promotoras de crescimento vegetal, como
endofiticos de raiz e no ambiente rizosférico da cana-de-agucar pelo fato destes
ambientes terem um maior numero e diversidade de microrganismos associados (Lei
et al., 2019). Além disso, também havia uma expectativa de que poderia haver uma
possivel influéncia do manejo agronédmico, como no caso do manejo organico, no
qual, de modo geral, os solos apresentam maior conteudo de matéria organica e
menor perda de nutrientes (Tuomisto et al., 2012; Schipanski et al., 2017).

No decorrer deste trabalho, também foram obtidos resultados inesperados, pois,
das 17 comunidades selecionadas, 11 foram prospectadas a partir de colmo, e das 5
cinco que formaram o grupo "Top ranked", 4 delas provieram de colmo convencional
e apenas uma proveio de folha orgénica, quando considerada a analise de
enriquecimento, que demonstrou que as comunidades selecionadas vieram

principalmente de colmo, ainda mais epifitico e de cana-de-agucar convencional.
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A caracterizacdo bioquimica e funcional das comunidades feita neste trabalho
permitiu a observagao de perfis metabdlicos que podem ter diferentes papeis na
planta dependendo das condi¢cbes da cultura e do ambiente, como no caso da
capacidade de tolerar altas concentracées de NaCl, expressar a enzima ACC-
desaminase, produzir sideroforos, solubilizar P e Zn ou metabolizar um numero
diverso de carboidratos. Outras carateristicas permitiriam, de forma hipotética, ajudar
a planta no crescimento e desenvolvimento, absorcdo de nutrientes e tolerancia em
condicdes de estresse abiodtico (Bacon e White, 2016) como no caso da habilidade de
colonizar raizes e superficies pela produgao de biofilme (Edwards et al., 2015), ou a
producdo de quitinase, associada aos métodos indiretos de controle biolégico de
fungos e insetos (Liotti et al., 2018).

As analises de predicdo metabdlica revelam também um alto potencial e, no caso
das analises nos diferentes grupos com LEfSe (Segata et al., 2011), destacou-se o
grupo "Top ranked" que demonstrou cinco rotas, das quais trés sao biosintéticas para
menaquinona, micothiol e carboidratos ligados a UDP, moléculas ligadas a cadeia
respiratoria, sintese de antioxidantes e compostos de parede celular (Bueno et al.,
2012; Mdller et al., 2016) e as outras duas sdo rotas de degradagdo de compostos
aromaticos como benzeno e 2-aminofenol, que sao poluentes e podem ser
encontrados em produtos de uso na agricultura. Estas rotas tém sido reportadas em
bactérias associadas as plantas e solo (Sala-trepat e Evans, 1971; Hughes e Bayly,
1983; Takenaka et al., 1997; Xu et al., 2003).

Um outro fato inesperado, foi o gene nifH ser encontrado somente em duas das
17 comunidades nas condi¢cdes testadas. No entanto, a capacidade de fixagcao de
nitrogénio seria melhor evidenciada a partir de crescimento em meios livres de
nitrogénio (Baldani et al., 2014) e o teste de reducao de acetileno (Szilagyi-Zecchin et
al., 2014), pois segundo Islam et al. (2007), a incapacidade de detectar a presenca
de genes nif e nod em bactérias com atividade de fixagado de N2, pode ser explicada
pela presenga de genes distantes aos nif e possiveis mecanismos ndo detectados
(Islam et al., 2007).

A capacidade de metabolizar quase todos os carboidratos do API 50 CH pode ser
considerado um bom indicador, pois no caso de inocular estas comunidades na
rizosfera de culturas, além de promover o crescimento da planta pela presenca de
tragos de promogao de crescimento vegetal, poderiam potencialmente aproveitar os

exsudados da raiz como substratos e competir nutricionalmente, pois no caso de
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algumas plantas como milho, os exsudados das raizes sdo principalmente soluveis
em agua, e destes, 64% correspondem a carboidratos (Hutsch et al., 2002).

As andlises de abundancia e prevaléncia de géneros permitiram identificar a
predominancia dos que poderiam atuar de um modo direto ou indireto na promogéao
de crescimento, uma vez que essa prevaléncia aparece em comunidades que ja
passaram pelo processo de triagem. Além dos mecanismos diretos, no caso de uma
acao indireta, considerou-se a possibilidade de estarem interagindo em prol de
beneficios mutuos e com o hospedeiro.

As possiveis interagbes foram investigadas por meio de uma rede de co-
ocorréncia construida a partir dos dados referentes as 17 comunidades. Nessa rede
de co-ocorréncia e em suas métricas de centralidade foi possivel observar que o
géneros com maior grau de centralidade foi o Chryseobacterium (“eigen centrality” =
1), que foi considerado um elemento central da rede e pelas evidéncias, pode ser
considerado um elemento agregador devido a sua capacidade de promogéo de
crescimento ja identificada (Chen et al., 2006). Esse género foi identificado como
parte das comunidades associadas a milho (Niu et al., 2017), abacate e capacidade
de controle biologico (Tzec-Interian et al., 2020). Também foi reportado com a
capacidade de interagir com outras bactérias em casos de co-inoculagédo como tem
sido demostrado em alguns trabalhos (Estévez et al., 2009).

Outros dois géneros com alto grau de centralidade e que fazeram parte das
subredes identificadas foram Pseudomonas e Leucobacter que foram previamente
reportados como promotores de crescimento vegetal em alface (Cipriano et al., 2016)
e batata (Behrendt et al., 2008), com atividade de indugéo de resisténcia sistémica
contra fitopatdbgenos em arroz no caso de Pseudomonas (De Vleesschauwer et al.,
2008) e promogao de crescimento vegetal em cana-de-agucar em ambos géneros
(Solanki et al., 2017).

Dos ASVs com atribuicdo de género, alguns deles estado associados a processos
de promogao de crescimento em plantas como no caso dos géneros Bacillus e
Rhizobium (Patel et al., 2019).

Outros géneros identificados possuem tragos especificos como fixagdo de
nitrogénio em Paenibacillus (Liu et al., 2019), tolerancia a salinidade em culturas por
Sphingobacterium (Vaishnav et al., 2020), produgdo de bioestimulantes, como
peptideos de baixo peso molecular (Yakhin et al., 2017), fitormbnios e compostos

volateis e com atividade antimicrobiana (Cordovez et al., 2018).
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Adicionalmente os géneros Pseudoxanthomonas, Pantoea, Leucobacter,
Lysinibacillus, Kosakonia, Lactococcus, e Microbacterium, posuem capacidade de
controle biolégico (Naureen et al., 2017; Jiang et al., 2018; Singh e Dubey, 2018;
Cherif-Silini et al., 2019), ou incremento da biomassa no caso de Neorhizobium (Wang
et al., 2016).

Por outro lado, a rizosfera e diversos tecidos da planta tém sido identificados
como reservatorio de espécies com capacidade de promogao de crescimento e
antagonismo contra fitopatégenos, mas também como responsaveis por infecgdes
oportunistas em humanos, apresentando um comportamento bivalente, no qual um
mesmo microrganismo pode ter ambos, plantas e humanos, como hospedeiros (Berg
et al., 2005; Berg e Martinez, 2015).

Dentre estes géneros, Serratia, Herbaspirillum, Pseudomonas, Chryseobacterium
e Burkholderia (Mitter et al., 2013; da Silva et al., 2015; Barra et al., 2016; Caneschi
et al., 2018) foram identificados como parte deste estudo, e no caso do género
Stenotrophomonas, foram identificadas duas espécies: S. rhizophila e S. maltophilia.
A primeira tem sido reportada como endofitico promotor de crescimento e produtor de
biofilme que carece de fatores de viruléncia (Ren et al., 2014), e no caso de S.
maltophilia é considerada uma espécie patogénica causadora de infegbes em
humanos (Alavi et al., 2014).

Finalmente, este trabalho destaca uma metodologia de prospecc¢éo de bactérias
na forma de comunidades a fim de aproveitar as relacbes mutualisticas que podem
existir entre os microrganismos e o hospedeiro, fazendo uma triagem em plantas em
larga escala como uma alternativa a metodologias classicas de isolados e busca de
tracos especificos de promogao de crescimento. A metodologia utilizada apresenta
vantagens como a recuperagcdo de um numero maior de microrganismos, triagem
para selecdo dos melhores candidatos e a possibilidade de encontrar diferentes perfis
metabdlicos que possam ser usados em diferentes estudos que derivam do trabalho
inicial. E possivel, a partir das evidéncias aqui encontradas outros estudos realizarem
uma investigacao mais profunda sobre as interagcdes reportadas e compreender

essas interacoes.
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6. CONCLUSOES

A prospeccao de microrganismos na forma de comunidades e triagem em planta
em larga escala é apresentada como uma alternativa a metodologias classicas de
isolamento de microrganismos individuais e caracterizagao bioquimica em busca de
tragos de promogao de crescimento, pois apresenta vantagens como a recuperagao
de um numero maior de microrganismos, preservagao das relagcdes de sinergia entre
as bactérias, triagem para selegdo dos melhores candidatos e a possibilidade de
encontrar diferentes perfis metabdlicos que possam ser usados em diferentes estudos
que derivam do trabalho inicial.

Os resultados obtidos a partir da prospecgao in planta permitiu encontrar e
selecionar um grupo de comunidades que inicialmente apresentam aumento da
germinacgao na planta C. dactylon e aumento da biomassa quando inoculadas em B.
ruziziensis, e perfilam a C. dactylon como potencial planta modelo para triagem de
comunidades de bactérias promotoras de crescimento vegetal (“Plant Growth-
Promoting Bacteria” - PGPB).

O perfil fenotipico das comunidades mostrou a presenca de tragos de promog¢ao
de crescimento vegetal em niveis variaveis, principalmente na producdo de ACC-
desaminase, AlA, biofilme, siderdforos quitinase, e a capacidade de solubilizar
fosfatos, assim como a presenca de genes nifH. Algumas destas comunidades
apresentam capacidades fisiologicas interessantes como a tolerancia a altas
concentracdes de NaCl e glicerol.

Além disso, foi observado um maior enriquecimento de comunidades epifiticas de
colmo sob cultivo convencional, pelo qual este ambiente pode ser considerado como
reservatorio de bactérias promotoras de crescimento vegetal associadas a cana-de-
agucar.

As andlises de dados de sequenciamento da regiao V3-V4, na plataforma
lllumina, mostraram um total de 174 ASVs, distribuidos em um total de 34 géneros e
24 espécies, nas 17 comunidades selecionadas com o melhor perfil de promogao de
crescimento.

Da classificagao no “ranking” destas comunidades, as primeiras 5 selecionadas,

a partir de uma classificagao baseada na promogao de crescimento vegetal e tragos
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funcionais e bioquimicos, possuiam uma alta diversidade de espécies, assim como
espécies compartilhadas e quatro espécies Unicas no caso da comunidade C28.

Os géneros identificados neste trabalho também correspondem aos géneros
identificados no “core microbiome " da cana-de-agucar reconhecido em trabalhos
previos. Além disso a maior parte de espécies e géneros tem sido reportadas como
exclusivamente associadas as plantas, assim como também podem ser consideradas
como colonizadores robustos dos tecidos da planta. Dessa forma, as comunidades
identificadas podem ser exploradas a fim de constituirem bioinoculantes para culturas.

Como perspectiva futura, aponta-se a necessidade de realizar experimentos de
isolamento das espécies que compdem as comunidades prospectadas, a fim de
caracteriza-las quanto a promocéao de crescimento de forma individual e fazendo parte
de comunidades sintéticas ou consércios. Dessa forma, poderiamos confirmar se ha
sinergia ou n&o entre microrganismos e essa informagao seria extremamente util na

formulacéo de inoculantes ou co-inoculantes.
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Material Suplementar - Analises estatisticas e dados de avaliagdo da prospeccédo de comunidades de bactérias provenientes de
solo rizosférico e tecidos de cana-de-agucar em condigdes de cultura organica e convencional usando a planta modelo Cynodon
dactylon (Tabela Suplementar 1 e Tabela Suplementar 2). As informagdes sobre condi¢gdes experimentais encontram-se descritas
na secc¢ao de materiais e métodos.

RESPOSTA_CONTROL

RESPOSTA_TRAT

Média 49,79666667 Média 52,54297
Erro padrao 1,31690043 Erro padrao 0,534254
Mediana 49,385 Mediana 52,665
Modo #N/A Modo 50
Desvio padrao 7,212960717 Desvio padrao 6,499479
Variancia da amostra 52,0268023 Variancia da amostra 42,24322
Curtose 3,817447227 Curtose -0,02023
Assimetria 1,143269944 Assimetria -0,05613
Intervalo 37,04 Intervalo 38,57
Minimo 37,76 Minimo 33,52
Maximo 74,8 Maximo 72,09
Soma 1493,9 Soma 7776,36
Contagem 30 Contagem 148
Nivel de confianga (95.0%) 2,693363796 Nivel de confianga (95.0%) 1,05581
CONTROL TRAT

Minimo 37,76 33,52

Maximo 74,8 72,09

Quartil 1 45,5325 48,3325

Quartil 2 49,385 52,665

Quartil 3 54,2525 57,14




Teste-F: duas amostras para variancias

RESPOSTA_CONTROL RESPOSTA_TRAT
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Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

RESPOSTA_CONTROL RESPOSTA_TRAT

Média 49,79666667 52,54297297
Variancia 52,0268023 42,24322375
Observacoes 30 148
gl 29 147

F

P(F<=f) uni-caudal

1,231601134
0,210891643

F critico uni-

caudal

1,544750083

Média 49,79666667
Variancia 52,0268023
Observacgoes 30
Variancia agrupada 43,85529067
Hipotese da diferenca de média 0
gl 176
Stat t -2,071187713
P(T<=t) uni-caudal 0,019900199
t critico uni-caudal 1,653557435
P(T<=t) bi-caudal 0,039800398

t critico bi-caudal 1,973534388

52,54297297
42,24322375
148




119

Tabela Suplementar 1. Dados de germinacéo (porcentagem) dos controles ao longo dos testes de prospec¢ado de comunidades
em Cynodon dactylon.

Resposta do controle

Item PLACA ID TRAT RESP_CONTROL Item PLACA ID TRAT RESP_CONTROL
1 RB2_P1-3 Control_neg_1 CONTROL 44,19 16 RB3_P2-3 Control_neg 4 CONTROL 74,8
2 RB2_P1-3 Control_neg 2 CONTROL 52,81 17 RB4_P1-4 Control_neg_1 CONTROL 51,72
3 RB2 P1-3 Control neg 3 CONTROL 40,54 18 RB4 P1-4 Control neg 2 CONTROL 56,97
4 RB2_P1-3 Control_neg 4 CONTROL 45,53 19 RB4_P1-4 Control_neg_3 CONTROL 54,59
5 RB2 P3-3 Control neg 1 CONTROL 44,37 20 RB4 P1-4 Control neg 4 CONTROL 57,31
6 RB2_P3-3 Control_neg 2 CONTROL 39,02 21 RB4_P2-4 Control_neg_1 CONTROL 51,68
7 RB2 P3-3 Control neg 3 CONTROL 44,05 22 RB4 P2-4  Control neg 2 CONTROL 55,14
8 RB2_P3-3 Control_neg 4 CONTROL 39,75 23 RB4_P2-4  Control_neg_3 CONTROL 49,42
9 RB3_P1-3 Control_neg_ 1 CONTROL 49,35 24 RB4_P3-4 Control_neg_1 CONTROL 51,46
10 RB3_P1-3 Control_neg 2 CONTROL 54,49 25 RB4 _P3-4 Control_neg 2 CONTROL 45,54
11 RB3 P1-3 Control neg 3 CONTROL 48,65 26 RB4 P3-4 Control_ neg 3 CONTROL 48,78
12 RB3_P1-3 Control_neg 4 CONTROL 46,43 27 RB4 _P3-4 Control_neg 4 CONTROL 51,03
13 RB3_P2-3 Control_neg_1 CONTROL 48,91 28 RB4 _P4-4  Control_neg 1 CONTROL 54,88
14  RB3_P2-3 Control_neg 2 CONTROL 55,48 29 RB4 _P4-4  Control_neg 2 CONTROL 37,76
15 RB3_P2-3 Control_neg_3 CONTROL 53,54 30 RB4 _P4-4  Control_neg 3 CONTROL 45,71
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Tabela Suplementar 2. Resposta dos tratamentos de inoculagdo de comunidades

COMUNIDADE PLACA

em Cynodon dactylon. Sao apresentadas apenas aquelas
comunidades que tiveram respostas fenotipicas positivas e
sua distribuicdo nos diferentes quartis. A porcentagem de
germinagao é apresentada na coluna RESP_TRAT. Foram
selecionadas unicamente aquelas do Q3 (> Q3_RESP) para
os testes posteriores.

ID ORIGEM RESP_TRAT >Q3_RESP >Q2 RESP >Q1_RESP

TS ©ONO oA WN A

B W W WWWWWWWWNDNDNDNDDNDNDNDNDNDNDNDNDNDN=2222 A A
O ©W 00O NO O A WN-_200C0ONO”AaPA~AWN-O0O©O0LNO O b

RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P1-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3
RB2_P3-3

A5 OSP2 48,04 0 0 1
A7  OSP2 54,59 0 1 1
B5 OSP2 51,67 0 0 1
B8 OSP2 33,52 0 0 0
C7 OSP2 44,44 0 0 0
D5 OSP2 55,41 0 1 1
D8 OSP2 52 0 0 1
ES OSP2 50,43 0 0 1
E6 OSP2 45,45 0 0 0
F5 OSP2 48,59 0 0 1
F7  OSP2 55,56 0 1 1
G5 OSP2 40,17 0 0 0
H6  OSP2 52,73 0 1 1
H7  OSP2 49,55 0 0 1
A4 OLP2 50 0 0 1
B4 OLP2 59,03 1 1 1
A1 ORN2 47,03 0 0 0
A2 ORN2 44,35 0 0 0
A3 ORN2 48,35 0 0 1
A11  ORZ2 53,29 0 1 1
A12 ORZ2 48,11 0 0 1
B1 ORN2 40 0 0 0
B2 ORN2 49,75 0 0 1
B3 ORN2 57,14 0 1 1
B12 ORZ2 50,56 0 0 1
C1 ORN2 60,49 1 1 1
C2 ORNZ2 40,91 0 0 0
C3 ORN2 47,98 0 0 0
C4 ORN2 46,36 0 0 0
D2 ORN2 45,86 0 0 0
D3 ORN2 41,77 0 0 0
D11 ORZ2 43,48 0 0 0
D12 ORZ2 40,76 0 0 0
E1 ORN2 47,86 0 0 0
E2 ORN2 53,96 0 1 1
E3 ORN2 52,26 0 0 1
E9 CRZ2 45,52 0 0 0
E10 ORZ2 55,63 0 1 1
E11 ORZ2 53,07 0 1 1
F1  ORN2 44,75 0 0 0
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Tabela Suplementar 2. Continuacéo.

COMUNIDADE PLACA ID ORIGEM RESP_TRAT > Q3_RESP > Q2_RESP > Q1_RESP

41 RB2_P3-3 F3 ORN2 44,24 0 0 0
42 RB2_P3-3 F8 CRZ2 43,09 0 0 0
43 RB2_P3-3 G2 ORN2 58,05 1 1 1
44 RB2_P3-3 G3 ORN2 39,88 0 0 0
45 RB2_P3-3 G9 CRZz2 49,11 0 0 1
46 RB2_P3-3 H1 ORN2 48,47 0 0 1
47 RB2_P3-3 H2 ORN2 51,92 0 1 1
48 RB2_P3-3 H3 ORN2 51,72 0 1 1
49 RB2_P3-3 H8 CRZ2 51,67 0 1 1
50 RB2_P3-3 H9 CRZ2 50 0 0 1
51 RB3_P1-3 A3 ORZ3 55,47 0 1 1
52 RB3_P1-3 B1 ORZ3 56,67 1 1 1
53 RB3_P1-3 B2 ORZ3 63,21 1 1 1
54 RB3_P1-3 B3 ORZ3 50,9 0 0 1
55 RB3_P1-3 C1 ORZ3 53,42 0 1 1
56 RB3_P1-3 D2 ORZ3 44,66 0 0 0
57 RB3_P1-3 D3 ORZ3 49,78 0 0 1
58 RB3_P1-3 D9 ORNS3 55,28 0 1 1
59 RB3_P1-3 E1 ORZ3 52,91 0 1 1
60 RB3_P1-3 E3 ORZ3 52,6 0 1 1
61 RB3_P1-3 E8 ORNS3 56,22 1 1 1
62 RB3_P1-3 E9 ORN3 45,16 0 0 0
63 RB3_P1-3 E10 ORN3 49,14 0 0 1
64 RB3_P1-3 F1 ORZ3 58,97 1 1 1
65 RB3_P1-3 F8 ORN3 54,72 0 1 1
66 RB3_P2-3 A3 OSN3 50,68 0 0 1
67 RB3_P2-3 A8 CSP3 63,19 1 1 1
68 RB3_P2-3 A9 CSP3 56,52 1 1 1
69 RB3_P2-3 B7 CSN3 59,54 1 1 1
70 RB3_P2-3 B9 CSP3 57,23 1 1 1
71 RB3_P2-3 B12 OLP3 59,26 1 1 1
72 RB3_P2-3 C8 CSP3 57,14 1 1 1
73 RB3_P2-3 C9 CSP3 63,24 1 1 1
74 RB3_P2-3 C11 OLP3 60,77 1 1 1
75 RB3_P2-3 C12 OLP3 58,55 1 1 1
76 RB3_P2-3 D8 CSP3 55,48 0 1 1
77 RB3_P2-3 D12 OLP3 54,72 0 1 1
78 RB3_P2-3 E3 OSN3 57,83 1 1 1
79 RB3_P2-3 E7 CSN3 63,54 1 1 1
80 RB3_P2-3 E8 CSP3 66,15 1 1 1




Tabela Suplementar 2. Continuacéo.

COMUNIDADE PLACA

ID ORIEGM RESP_TRAT > Q3_RESP > Q2_RESP
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> Q1_RESP

81
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90
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117
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119
120

RB3_P2-3
RB3_P2-3
RB3_P2-3
RB3_P2-3
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E11
F10
F12
G8
G10
G11
G12
H3
H10
B2
C2
C8
D2
D7
F1
G1
G3
G8
G9
A9
B8
B12
C8
C9
D9
D12
E12
G11
H10
A1
A6
B1
B4
C3
D1
D4
E1
E2
E4
F1

OLP3
CSP3
OLP3
CSP3
CSP3
OLP3
OLP3
OSN3
CSP3
OLP3
OLP3
OLN3
OLP3
CLN3
OLP3
OLP3
CLP3
OLN3
OLN3
CSN
CRN
CSN
CRN
CSN
CSN
CSN
CSN
CSN
CSN
CSP
CLN
CSP
CSP
CSP
CSP
CSP
CSP
CSP
CSP
CSP

58,58
60,59
61,81
43,81
72,09
58,86
60,32
61,22
49,48
60,41
52,98
48,72
43,4
54,29
47,47
62,84
51,47
58,12
56,2
56,72
54,6
62,81
50,87
52,94
51,56
48,28
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56,65
59,26
41,21
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60,91
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Tabela Suplementar 2. Continuagéo.

COMUNIDADE PLACA ID ORIGEM RESP_TRAT > Q3_RESP > Q2_RESP > Q1_RESP

121 RB4_P2-4 G3 CSP 53,38 0 1 1
122 RB4_P2-4 H1 CSP 65,45 1 1 1
123 RB4_P3-4 A10 OSN 42,35 0 0 0
124 RB4_P3-4 A12 OSN 54,75 0 1 1
125 RB4_P3-4 C7 ORN 48,09 0 0 1
126 RB4_P3-4 C8 ORN 51,61 0 0 1
127 RB4_P3-4 C9 OSN 51,92 0 0 1
128 RB4_P3-4 C12 OSN 42,41 0 0 0
129 RB4_P3-4 D11  OSN 43,19 0 0 0
130 RB4_P3-4 E7 ORN 54,1 0 1 1
131 RB4_P3-4 E11  OSN 40,12 0 0 0
132 RB4_P4-4 A1 OSsP 57,33 1 1 1
133 RB4_P4-4 A6 OLP 50,68 0 0 1
134 RB4_P4-4 B8 OLP 50 0 0 1
135 RB4_P4-4 D7 OLP 62,81 1 1 1
136 RB4_P4-4 D8 OLP 59,39 1 1 1
137 RB4_P4-4 D9 OLN 54,29 0 1 1
138 RB4_P4-4 E4 OSP 52,21 0 1 1
139 RB4_P4-4 EG6 OLP 55,77 0 1 1
140 RB4_P4-4 E7 OLP 52,98 0 1 1
141 RB4_P4-4 F1 OSP 52,41 0 1 1
142 RB4_P4-4 F5 OLP 50,41 0 0 1
143 RB4_P4-4 F6 OLP 51,69 0 0 1
144 RB4_P4-4 F9 OLN 47,62 0 0 0
145 RB4_P4-4 G2 OSP 60,4 1 1 1
146 RB4_P4-4 G10 OLN 48,06 0 0 1
147 RB4_P4-4 H7 OLP 44,85 0 0 0
148 RB4_P4-4 H9 OLN 57,59 1 1 1




