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Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas associadas a videiras no
Vale do Sao Francisco

RESUMO

O cultivo de uvas finas de mesa no Vale do S&do Francisco esta entre as atividades
agricolas de maior valor econdmico na regido, principalmente para o estado de
Pernambuco. A produgéo de uvas finas de mesa na regido € baseada no sistema de
cultivo convencional. Contudo, o esgotamento de recursos naturais, a estagnacgéo da
produtividade ao longo dos anos e a necessidade de atender as demandas de
sustentabilidade exigem inovagbes por parte da agricultura. RPCP possuem
mecanismos que podem influenciar o desenvolvimento vegetal e proporcionar
melhorias na produtividade agricola local, sem demandar excessivamente de
insumos. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade
de rizobactérias, isoladas a partir da rizosfera de videiras inseridas no Vale do Sao
Francisco, em desempenharem os seguintes mecanismos: solubilizagdo de fosfato,
fixagao bioldgica de nitrogénio, produgao de acido indol-acético, formacao de biofiime
e antibiose direta a Xanthomonas camprestris pv. viticola, das quais foram testadas
423 bactérias. Posteriormente, 15 RPCP com os melhores resultados tiveram seu 16S
rRNA sequenciado. Foram encontradas 95 rizobactérias capazes de realizar ao
menos um dos seis mecanismos avaliados. O maior Indice de Solubilizacao de fosfato
de calcio foi de 2,09 indicando baixa capacidade de solubilizacdo. Apenas duas
rizobactérias possuiam a enzima nitrogenase. A maior produgao de AlA verificada foi
de 688 uM. Apenas 11,27% das bactérias tiveram resultado positivo para formagao
de biofilme. Foram verificados percentuais de inibicdo do crescimento por antibiose
de 100% e 88%. As RPCP tiveram como principais géneros associados:
Pseudomonas (20%), Stenotrophomonas (13%) e Bacillus (13%). Portanto, a rizosfera
de videiras possui rizobactérias capazes de realizar os mecanismos testados e que
sdo capazes de ser isoladas e manipuladas in vitro.

Palavras-chave: RPCP. Rizosfera. Crescimento vegetal. Vitis vinifera L. Xanthomonas
campestris pv. viticola






Plant growth-promoting rhizobacteria associated with vines in the Sao
Francisco Valley

ABSTRACT

The cultivation of fine table grapes in the S&o Francisco Valley is among the
agricultural activities of greatest economic value in the region, mainly for the state of
Pernambuco. The production of fine table grapes in the region is based on the
conventional cultivation system. However, the depletion of natural resources, the
stagnation of productivity over the years and the need to meet the demands of
sustainability demand innovations on the part of agriculture. RPCP have mechanisms
that can influence plant development and provide improvements in local agricultural
productivity, without excessively demanding inputs. In this sense, the present study
aimed to evaluate the capacity of rhizobacteria, isolated from the rhizosphere of vines
inserted in the Sao Francisco Valley, to perform the following mechanisms: phosphate
solubilization, biological nitrogen fixation, indole-acetic acid production, biofilm
formation and direct antibiosis to Xanthomonas camprestris pv. viticola, of which 423
bacteria were tested. Subsequently, 15 RPCP with the best results had their 16S rRNA
sequenced. 95 rhizobacteria capable of performing at least one of the six evaluated
mechanisms were found. The highest rate of calcium phosphate solubilization was
2.09, indicating low solubilization capacity. Only two rhizobacteria had the enzyme
nitrogenase. The highest production of AlA verified was 688 pM. Only 11.27% of the
bacteria tested positive for biofilm formation. Percentages of growth inhibition by
antibiosis of 100% and 88% were verified. The main associated genera of the RPCPs
were: Pseudomonas (20%), Stenotrophomonas (13%) and Bacillus (13%). Therefore,
the rhizosphere of vines has rhizobacteria capable of carrying out the tested
mechanisms and which are capable of being isolated and manipulated in vitro.

Keywords: PGPR. Rhizosphere. Plant growth. PGPR. Vitis vinifera L. Xanthomonas
campestris pv. viticola
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1. INTRODUGAO

A uva esta entre as frutas mais consumidas no Brasil e no mundo. Uvas finas
de mesa englobam variedades da espécie Vitis vinifera L., incluindo hibridos. O termo
‘uvas finas” se relaciona com sua origem europeia e a sensibilidade aos tratos
culturais. De modo geral, uvas finas de mesa apresentam cachos visualmente
atraentes, sabor doce e sao consideradas resistentes ao transporte, manuseio, além
de possuirem boa conservagao pos-colheita.

Historicamente, a maior regiao produtora de uvas no Brasil se concentra no sul.
Entretanto, o nordeste brasileiro recebeu investimentos que permitiram o
desenvolvimento da agricultura. A expansao da tecnologia de irrigagdo foi um dos
principais investimentos que possibilitou essa transformacgao, principalmente na
regido do Vale do Sao Francisco (VSF) - regiao localizada no entorno do Rio Sao
Francisco. Atualmente, o VSF é o maior produtor de uvas finas de mesa, com
destaque para os estados de Pernambuco e Bahia. Estes estados possuem condi¢coes
edafoclimaticas favoraveis que permitem a colheita de até dois ciclos de produg¢ao no
periodo de um ano. Apesar de tais condigbes favoraveis, agricultores do VSF cada
vez mais tentam superar suas produtividades.

Para atingir altas produtividades sdo empregados tratos culturais intensivos.
Praticas como a adubacgao mineral sdo periodicamente realizadas muitas vezes sem
levar em consideragado a real necessidade da cultura. O manejo da fertilidade, na
grande maioria dos casos, € realizado desconsiderando as atuais condi¢gbes de
fertilidade do solo. Por outro lado, observa-se o continuo crescimento da populagao
mundial que exigira maiores esforgos da industria de produgao de alimentos. Portanto,
percebe-se a necessidade de encontrar alternativas para a produgao de alimentos.

Micro-organismos do solo sdao capazes de desempenhar diversas fungoes,
entre elas a promogado de crescimento de plantas. O uso de micro-organismos
promotores de crescimento de plantas (MPCP) tem se mostrado uma alternativa
bastante viavel por seus efeitos benéficos as culturas. Tais MPCP podem ser fungos,
bactérias endofiticas, bactérias de vida livre ou ainda rizobactérias, as quais
correspondem ao grupo de bactérias que colonizam a regido rizosférica. A rizosfera,
por sua vez, compreende a interface entre o solo e a raiz das plantas (até 3 mm de

distancia) onde ocorrem as interagcbes com micro-organismos de forma dinamica e
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intensa. Este grupo de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP)
tem maior especificidade associativa devido os exsudados radiculares.

Diversas familias de plantas com alto valor econémico agregado ja foram
estudadas e possuem RPCP especificas como é o caso da soja, milho, sorgo e tantas
outras. Contudo, nenhuma prospecgao foi realizada até o momento para a familia
Vitaceae no VSF, apesar de sua grande importancia econdmica principalmente para
0 nordeste.

A rizosfera de videiras possivelmente constitui um importante microhabitat para
RPCP. Dessa forma, o solo rizosférico de videiras seria importante fonte
biotecnolégica para a prospecgao. Procedimentos de caracterizagdo de RPCP foram
realizados a fim de avaliar potenciais fontes biolégicas que contribuam com a
sustentabilidade agricola. Nesse sentido, a avaliagdo de mecanismos atrelados a
RPCP foram testados. O presente estudo consiste no passo inicial para a produgao

futura de um bioinoculante para a viticultura.

1.1 Hipoteses

A rizosfera de videiras abriga uma alta diversidade de rizobactérias que
possuem diferentes mecanismos de promogao de crescimento de plantas. As RPCP
cultivaveis in vitro sao capazes de expressar mecanismos de promogao de
crescimento. As RPCP isoladas podem servir de base para futura producgao

bioinoculantes a fim de alcangar uma produgéo agricola de uva mais sustentavel.

1.2 Objetivo Geral

Realizar a prospecc¢ao de RPCP a partir da rizosfera de videiras do Vale do Séo
Francisco.

1.3 Objetivos Especificos

1. Isolar rizobactérias cultivaveis;

2. Avaliar a capacidade de rizobactérias realizarem mecanismos de promoc¢ao de
crescimento de plantas;

3. Selecionar RPCP de acordo com eficiéncia de seus mecanismos de promogao
de crescimento de plantas;

4. Identificar geneticamente tais RPCP.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tendéncias Ambientais e a Participacao da Industria Agricola

Rockstrom et al. (2009a), estudaram o sistema terrestre a fim de identificar
processos capazes de gerar mudancas ambientais que fossem potencialmente
nocivas a humanidade. Esses limiares foram denominados primeiramente de limites
planetarios. Mais recentemente essa denominacao foi reformulada para fronteiras
planetarias, mas mantendo seu conceito e aperfeicoando 0s processos responsivos.
Fronteiras planetarias sdo pontos criticos/inflexiveis de mudancas induzidas pelo
homem no sistema terrestre, ou seja, consistem em limiares operacionais seguros
para o desenvolvimento da humanidade (KAHILUOTO, 2019).

Em sua primeira publicagdo Rockstrom et al. (2009b) estabeleceram nove
fronteiras planetarias. Atualmente, o numero de fronteiras permanece o mesmo,
alterando-se apenas alguns dos processos. Sao eles: a mudanga no sistema de uso
da terra, o uso da agua doce, os fluxos biogeoquimicos, a perda da integridade da
biosfera, as alteracdes climaticas, a acidificacdo oceanica, a deplecao do ozbnio
atmosférico, o carregamento atmosférico de aerossois e a introdugdo de novas
entidades (STEFFEN et al., 2015; KAHILUOTO, 2019). A Figura 1 traz a interpretacao
visual das fronteiras planetarias, o estado atual de cada processo e a participacao da
agricultura no impulsionamento do risco.

Entre as nove fronteiras planetarias definidas, a humanidade ja ultrapassou o
limite de seguridade de quatro delas, que s&o: a integridade da biosfera, a mudanca
de uso da terra, uso da agua doce e os fluxos biogeoquimicos. Como principal agente
impulsionador para o cruzamento das fronteiras planetarias temos o sistema industrial
de producéo agricola. A causa disso € a necessidade de significativa quantidade de
recursos para a produgao agricola e, em sua grande maioria, recursos nao renovaveis.
Além disso, o uso de fertilizantes e outros agroquimicos alteram a naturalidade do
comportamento dos elementos na biosfera (RAY et al., 2013).

Davis et al. (2016) relataram que até 2050 o setor de produgéo precisara de
alteracdes capazes de promover maior eficiéncia no uso dos recursos. Segundo os
autores a acessibilidade alimentar impulsionou o papel da agricultura nas alteragdes
ambientais. Por conta disso, promover ganhos de produgéo para grandes produtores

ja nao sera suficiente para atender a demanda alimentar até o meio do século XXI. Os
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autores ainda reiteram que as tendéncias de produgao para os proximos anos podem
nao corresponder as expectativas. Sendo mais sensato, portanto, investir em praticas

que otimizem a gestao de recursos na agricultura.

Figura 1. As nove fronteiras planetarias propostas e o papel da agricultura no
impulsionamento do seu status atual

Alteracoes
Perda da climaticas
integridade da Introducgao
biosfera de novas
entidades
Mudanga no Deplggéo do
sistema de uso ozonio

da terra atmosférico

Uso da

agua doce Carregamento

atmosférico
com aerossois

Fosforo
Acidificacao

Nitrogénio oceanica

Fluxos
biogeoquimicos

I Além da zona de incerteza (alto risco) B Abaixo do limite (seguro) «+ Papel da agricultura
Na zona de incerteza (risco se elevando) Limite ainda ndo quantificado

Fonte: Acervo pessoal, adaptado de Kahiluoto (2019).

Springmann et al. (2018) advertiram que as tendéncias do consumo ocidental
poderiam desestabilizar fun¢gdes ecossistémicas de regulacdo. No que compete ao
setor de produgdo, os autores relataram a caréncia de mudangas tecnoldgicas
capazes de promover melhorias no rendimento agricola, eficiéncia alimentar e
mudancas nas praticas de manejo.

Estima-se que o sistema de producdo alimentar tenha aplicado cerca de
104 Tg de nitrogénio e 18 Tg de fésforo na forma de fertilizantes (HEFFER; GRUERE;
ROBERTS, 2017). Até 2050 ha uma tendéncia de intensificagdo desse processo em
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até 50% caso ndo haja mudangas significativas nas formas de producao
(SPRINGMANN et al., 2018).

A industria de fertilizantes n&o tem apresentado inovagdes tecnolégicas em seu
modo de producgao, apesar de existir ha mais de 150 anos. Em muito, isso se deve a
seguridade da taxa de fornecimento de nutrientes mediante aplicacdo, a relativa
praticidade de fabricagdo e ao desinteresse devido aos argumentos econdmicos
(CHOJNACKA; MOUSTAKAS; WITEK-KROWIAK, 2020). Entretanto, ha uma
iminente crise associada a esse setor devido ao esgotamento dos recursos naturais
nao renovaveis que sao necessarios para a produgao de fertilizantes, principalmente
fosfatados (SANCHEZ; BUOL, 1975; CORDELL; DRANGERT; WHITE, 2009; YANG
et al., 2019). Diante de tais desafios, o setor agricola necessita de solugdes capazes
de atendé-lo de forma integrativa.

Pesquisadores tém se esforcado para encontrar alternativas levando em
consideragao o viés ambiental (ADESEMOYE; TORBERT; KLOEPPER, 2009; BASU;
RABARA; NEGI, 2017). Nesse sentido, observando a agricultura organica,
pesquisadores relacionaram a produgéo agricola com a biodiversidade microbiana
associada as plantas. Além dos beneficios relacionados a produtividade agricola, essa
agricultura organogénica (aquela que refuta o uso de produtos quimicos
sinteticamente produzidos) pode melhorar aspectos relativos a biodiversidade do solo,
a vida util agricola sem prejuizos ecossistémicos (BHARDWAJ et al., 2014).

Nesse contexto, a descoberta de produtos de base biolégica, ou ainda
micro-organismos benéficos, sao importantes aliados para o desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel. Esse processo € conhecido como bioprospecg¢éo, em que sao
criados bioprodutos que podem ter como base micro-organismos vivos, enzimas ou
seus metabdlitos secundarios. Além de poder atender a industria agricola, bioprodutos
sdo importantes para os setores farmacéutico e alimentar (MULLER; OBERMEIER;
BERG, 2016).

Considerando organismos eucarioticos como meta-organismos, micro-
organismos constituiriam significativa parte de seus hospedeiros. Assim, 0 microbioma
associado estaria em estreita simbiose com seu meta-organismo. Dessa forma, cada
organismo eucariotico possui especificidade de diversidade do seu microbioma.
Portanto, compreender o comportamento da diversidade microbiana associada as

espécies constitui um importante passo para alcancar bioprodutos com melhores
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resultados (REINHOLD-HUREK et al., 2015; MULLER; OBERMEIER; BERG, 2016;
COMPANT et al., 2019).

2.2 O Microbioma de Plantas

Plantas possuem comunidades microbianas que estdo associadas a seus
orgaos. A caracterizagdo genotipica dos componentes microbianos nas diferentes
partes vegetais (raiz, caule, folhas e frutos) € chamada de microbioma. O perfil
microbiano associado as plantas € especifico e esse padréo é responsavel por prover
fungcdes de suporte ao crescimento e sanidade vegetal por interagdes planta-
microbioma (COMPANT et al., 2019).

Estima-se que cada planta seja colonizada por mais de mil espécies diferentes
de micro-organismos, sendo a maior parte ndo cultivavel em meio de cultura
(LAMBAIS et al., 2005; MULLER; OBERMEIER; BERG, 2016). A composi¢do do
padrdao de comunidades depende de fatores bidticos e abidticos, mas principalmente
dos metabdlitos secundarios e da fisiologia vegetal. Portanto, o desenvolvimento e
formacgao do microbioma das plantas estaria intimamente atrelado a espécie vegetal,
sua variedade genética e as condicdes de cultivo que lhe s&o aplicadas (PEREZ-
JARAMILLO; MENDES; RAAIJMAKERS, 2016).

O processo de colonizagao € crucial para o estabelecimento do microbioma e
sua funcionalidade (OLDROYD, 2013). Essa etapa de colonizagédo depende de alguns
passos. Primeiramente, deve haver o reconhecimento entre a planta hospedeira e as
comunidades microbianas. Para isso, as plantas iniciam um processo de comunicagao
quimica por transdugao de sinais. Em resposta, micro-organismos movimentam-se
em diregdo a planta por quimiotaxia e respondem com outros sinalizadores a fim de
serem reconhecidos. Posteriormente, ocorre o processo de aderéncia a superficie
(seja elafilosfera, carposfera, dermosfera ou rizosfera). Caso sejam micro-organismos
endofiticos ou patogénicos, ocorre o passo de infecgao. Por fim, ocorre a colonizagao
e o crescimento populacional para o estabelecimento das interagées (BAIS et al.,
2006).

A diversidade do microbioma de plantas pode proporcionar melhorias no
crescimento e a sanidade vegetal. Isso se deve a capacidade que os micro-
organismos possuem de promover o crescimento das plantas diretamente pelo

fornecimento de nutrientes, ou indiretamente mediante atividades antagonistas contra
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patdgenos (BERG, 2009). Portanto, € necessario reconhecer as potenciais fontes para

a biotecnologia e compreender sua diversidade e complexidade de formacgao.

2.2.1. A formagao do microbioma rizosférico

Desde a semente, a planta possui um microbioma associado herdado de sua
planta m&e, o microbioma presente na espermosfera. Essas sao as primeiras
interagbes que ocorrem entre micro-organismos e plantas, e que sdo responsaveis
pela formacéao vegetal e sanidade (FLORES, 2015). Apds o contato da planta com o
solo e seu estabelecimento, a rizosfera € a principal interface micro-organismos-
planta, pois o0 solo é o habitat que reserva a maior diversidade microbiana ambiental
(VIGDIS; @VREAS; THINGSTAD, 2002).

A rizosfera corresponde a regido de intimo contato entre o solo e as raizes das
plantas e que é marcada pela intensa atividade metabdlica de micro-organismos do
solo. Alguns autores definem como sendo a porgao de solo aderida as raizes e/ou o
solo que dista da superficie da raiz em até 0,5 mm (KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA,
2015).

A rizosfera pode ser compartimentada em trés microhabitats: ectorizosfera,
rizoplano e endorizosfera. A porcao mais externa da rizosfera € conhecida como
ectorizosfera, a qual inclui o rizoplano. Ela corresponde ao solo adjacente as raizes.
O rizoplano é a parte em contato entre a superficie da raiz e o solo. A por¢ao mais
interna e intima entre planta-solo-microbioma &€ chamada de endorizosfera. Essa
regido inclui os tecidos radiculares (rizoderme e coértex) e 0s micro-organismos
associados a essa porg¢ao sao denominados endofiticos (BERG et al., 2014).

A rizosfera possui caracteristicas e propriedades que diferem da massa geral
do solo. A exsudagao de acidos e outros compostos organicos sdo responsaveis por
promover influéncias na atividade biologica rizosférica devido a alta de taxa de
nutrientes que sao depositados (PHILLIPS; FINZI; BERNHARDT, 2011). Tais
condigbes favorecem a formagdo de um nicho ecoldgico especifico que seleciona
comunidades de micro-organismos intensamente ativos e eficientes na transformagéao
e transporte de nutrientes e agua do solo para as plantas. Assim, a rizosfera abriga a
maior complexidade e atividade biolégica. Contudo, conforme ocorre a aproximagao
em direcdo as raizes se observa maior especificidade de comunidades microbianas
em virtude dos fatores edaficos e ambientais (UROZ et al., 2010; FLORES, 2015;
PEREZ-JARAMILLO; MENDES; RAAIJMAKERS, 2016).
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A Figura 2 ilustra a rizosfera, suas compartimentacdes e a forma de colonizagao

do microbioma associado as raizes de plantas superiores.

Figura 2. Representacdo esquematica da colonizagdo bacteriana na rizosfera de
plantas superiores, bem como as compartimentagdes do ambiente rizosférico em
ectorizosfera, rizoplanto e endorizosfera

Rizosfera oll ell oll © Rizoplano C

Solo rizosférico |

Em A — Representacdo de uma planta formada e seu sistema radicular exposto indicando a formacao
de microhabitats; B — Aproximagao em direcdo as raizes, demarcacgéo da rizosfera e indicagédo do solo
rizosférico (aderido as raizes); C — Compartimentagdes da rizosfera em: endorizosfera, rizoplano e
ectorizosfera; D — Exemplo de microscopia em tecido radicular colonizado por inoculagao com bactérias
geneticamente modificadas com genes fluorescentes. Fonte: Acervo pessoal. Imagem adaptada de
Reinhold-Hurek et al. (2015).

O conhecimento acerca da existéncia de um microbioma associado as plantas
€ bastante antigo (KLOEPPER et al., 1980). Contudo, a compreensao sobre como as
plantas moldam suas comunidades microbianas ainda € incipiente. Isso se deve ao
fato de que a maioria dos estudos sobre esse tema envolvem simbioses dualisticas,
sejam elas positivas ou negativas como, por exemplo, as interagbes com patégenos
e as associagdes com rizobios. Com isso, a compreensao acerca do microbioma e
sua modulagao pelas plantas é subestimada (REINHOLD-HUREK et al., 2015).
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As plantas recrutam seu microbioma a partir da exsudagao de mucilagens,
acidos organicos, células mortas e hormdnios pela raiz. Tais compostos fazem com
que o nicho rizosférico se torne altamente rico em carbono e outros nutrientes cuja
comunidade microbiana possui alta afinidade (REINHOLD-HUREK et al., 2015).
Micro-organismos associados as raizes das plantas sao transferidos horizontalmente
e selecionados de acordo com as caracteristicas que o ambiente rizosférico impde
(BAIS et al., 2006). A zona rizosférica geralmente possui pH mais acido que a massa
geral de solo, com isso a disponibilidade de nutrientes nessa por¢cao do solo é
modificada. Devido a intensidade da ocorréncia de processos na rizosfera os micro-
organismos associados a essa regido possuem intensa atividade metabdlica
(KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015). Com isso, alguns grupos microbianos estéo
mais intimamente associados a rizosfera, pois adquiriram vantagens adaptativas
evolutivamente como: tolerancia ao pH, produgdo de exopolissacarideos, pili,
formacgao de biofilme e dependéncia de fitoexudados (BERG; SMALLA, 2009).

De forma geral, os principais filos do dominio bactéria que compdem a rizosfera
de plantas superiores sao: Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacterias,
Bacteriodetes, Verrucomicrobia e Planctomycetes (UROZ et al., 2010). Contudo, a
composicao, diversidade e abundancia das comunidades microbianas do solo irdo
depender de fatores associados ao ambiente edéfico e a planta (VIGDIS; @VREAS;
THINGSTAD, 2002; BAIS et al., 2006).

Como ja mencionado, o solo € o ambiente que abriga maior diversidade
microbiana (VIGDIS; @VREAS; THINGSTAD, 2002). Contudo, a composicdo de
nichos relacionados ao solo revela a formagao de um gradiente microbiano (Figura 3).
Assim, a massa geral do solo consistiria em um reservatério e conforme ocorre a
aproximacdo em direcdo a raiz, o comportamento da diversidade e atividade
microbiana sdo modulados (BULGARELLI et al., 2013). As comunidades presentes
no solo sdo moduladas de acordo com propriedades e caracteristicas inerentes ao
ambiente edéfico e ao histdrico de vegetacdo. A medida que se encaminha para a raiz
(rizosfera), as comunidades microbianas sofrem mais influéncia da deposicédo de
carbono e outros nutrientes, da saturacdo de oxigénio e pH. No rizoplano, as
comunidades sao intimamente relacionadas com o genoétipo vegetal e por isso
possuem menor complexidade. Por fim, micro-organismos mais especificos se

associam a endorizosfera a qual impde naturalmente restricbes para o
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estabelecimento de simbioses. Por isso, a diversidade nesse nicho é reduzida (BAIS
et al., 2006; BULGARELLI et al., 2013; REINHOLD-HUREK et al., 2015).

Figura 3. Processo de construgdo e selegdo da estrutura microbiana associada a
massa de solo geral, ao solo rizosférico e a endorizosfera e as influéncias dos fatores
sobre o microbioma conforme ha a aproximacgao da raiz

Influéncia do gendtipo da planta no microbioma associado
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Descrigcao, em: 1 — As comunidades presentes no solo dependem, sobretudo, do tipo de solo, condi¢des
ambientais e do histérico de cultivo; 2 — As comunidades microbianas presentes na rizosfera sdo
moldadas pela rizodeposi¢ao, as fontes de carbono, a saturagdo de oxigéncio, o pH rizosférico e a
perda de elementos; 3 — O rizoplano é a segunda interface de maior seletividade. Nessa regido, as
comunidades microbianas sofrem maior influéncia de fatores atrelados ao gendtipo vegetal. Assim,
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bactérias presentes no rizoplano necessitam de habilidades especificas para se manter nesse nicho,
como: formacgado de biofilme, capacidade de motilidade e responsividade a quimiotaxia; 4 — A
endorizosfera abriga a menor complexidade de diversidade microbiana, pois naturalmente a planta
seleciona comunidades de micro-organismos que sejam capazes de estabelecer simbiose com o
genotipo hospedeiro. Fonte: Acervo pessoal, adaptado de (REINHOLD-HUREK et al., 2015).

2.2.2 O microbioma de Vitis vinifera

Zarraonaindia et al. (2015) verificaram o microbioma associado a videiras na
porcao solo, folhas, flores, bagas e raizes. Seus resultados indicaram que o
microbioma da parte aérea de videiras € derivado da composigdo microbiologica do
solo. Cerca de 37% a 42% das Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs) presente
em diferentes porgdes da parte aérea sdo compartilhadas a partir do solo. Amplitudes
similares de compartilhamentos foram verificadas na UTOs nos compartimentos do
solo, de 33% a 48%. Ocorreu a predominancia de alguns filos nas amostras de solo e
raizes. Proteobacteria compunha 32% do microbioma do solo e 57% do microbioma
associado as raizes. O segundo filo que prevaleceu, em termos de abundancia, foi
Acidobacteria (19% no solo; 10% na raiz). Outros filos também foram associados ao
microbioma de videias, sdo eles: Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Planctomycetes,
Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Chloroflexi, Fimicutes, Nitrospirae e outras UTOs
nao identificadas. Ao avaliar potenciais funcionalidades do microbioma associado ao
solo e as raizes, foram encontrados genes relacionados a: aquisicdo e metabolismo
de ferro, dorméncia e esporulacédo, metabolismo de potassio, producao de sideréforos
e protecdo do DNA por esporulagao.

Novello et al. (2017) em estudo sobre o microbioma da rizosfera de videiras,
caracterizaram dois estados fenolédgicos (floracdo e inicio da frutificagcdo) em dois
compartimentos do solo (a massa de solo geral e o solo rizosférico). Os resultados
revelaram que a fase fenologica da planta possuia efeito insignificativo sobre a
diversidade microbiana quando comparado com o efeito rizosfera. Contudo, foram
estabelecidas relagdes entre a abundancia de determinados filos presentes do
dominio Bacteria e o sistema de cultivo adotado (convencional e manejo integrado de
pragas). Em sistemas conservacionistas, Actinobacterias e Proteobacterias
possuiriam maior expressao devido a maior diversificagcao de fontes de nutrientes,
principalmente carbono orgéanico, que favorecem a abundéancia de micro-organismos
oligotroficos K os quais possuem ampla capacidade metabdlica. Sistemas nao
conservacionistas, por sua vez, estimulam o crescimento de populagdes copiotroficas

(estrategistas-r) que se aproveitam da alta disponibilidade de nutrientes advindos de
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fertilizantes e pesticidas para sua multiplicagao. Assim, a ocorréncia de patégenos em
areas de produgao de uvas pode ser estimulada mediante a escolha do sistema de
cultivo adotado. Nesse sentido, comunidades de bactérias promotoras de crescimento
de plantas também podem ser reduzidas em funcéo da escolha do sistema de cultivo.

De acordo com Bona et al (2018), bactérias dos géneros Streptomyces,
Bacillus, Bradyrhyzobium, Burkholderia e Pseudomonas constituiriam os principais
produtores de proteinas em solos sob cultivo de uva. Na rizosfera, Actinobacterias
seriam responsaveis pela maior expressdo de proteinas em conjunto com
Proteobacteria. Segundo os autores, micro-organismos benéficos estariam mais
ativos que os maléficos, em termos de expressao proteica. Na porgao rizosférica, um
conjunto de proteinas especifico estaria ligado a degradacao de lignina, oxidagao da
amonia, fornecimento de ATP e Coenzima-A e outros. Contudo, as principais
proteinas expressas na regido rizosférica estavam envolvidas no metabolismo do
fésforo e nitrogénio. A massa de solo geral, por sua vez, possuia grupos de proteinas
que foram relacionadas com proteinas expressas por patégenos humanos que
possuam genes de resisténcia a antibidticos.

Sabendo das possibilidades, mecanismos e existéncia dos micro-organismos
promotores de crescimento de plantas, pesquisadores desenvolveram a
rizoengenharia. A rizoengenharia é responsavel por realizar o acesso as comunidades
de micro-organismos rizosféricos, avaliar quanto aos seus mecanismos de promogao
de crescimento e desenvolver vias para sua utilizacdo como bioinoculantes. Seu
objetivo é favorecer a populacédo de rizobactérias que promovam o crescimento de
plantas por estratégias que podem ser desde o ajuste de nutrientes a inoculacéo de
isolados modificados geneticamente. Para tanto é necessario, primeiramente,
conhecer os mecanismos de promocao de crescimento de plantas que sao
desempenhados pelas comunidades de micro-organismos do solo, em especial
rizobactérias (ARSLAN et al., 2017). Os mecanismos de promog¢éo de crescimento
vegetal fazem parte da comunicagdo quimica entre microbioma-planta e podem ser
divididos em diretos e indiretos (HALDAR; SENGUPTA, 2016).

2.3 Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas — Mecanismos diretos

e indiretos
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2.3.1 Mecanismos diretos

Os mecanismos diretos das RPCP sao aqueles que influenciam diretamente no
seu desenvolvimento e crescimento e que estdo ligados ao fornecimento de
nutrientes. Entre os mecanismos diretos os principais sdo: a fixagdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), a solubilizacdo de fosfatos (SF) e a producao de fitormbnios (PF)
(KLOEPPER; SCHROTH, 1981; BHARDWAJ et al., 2014).

Fixacao Biolégica de Nitrogénio (FBN) - Consiste na conversdo do
dinitrogénio gasoso presente na atmosfera para amdnia por procariotos que tém a
enzima nitrogenase. A nitrogenase € complexo enzimatico composto por duas
subunidades: 1 — ferro-proteina: responsavel pela transferéncia de elétrons; 2 — ferr-
molibdénio-proteina que promove a reducdo do N2. Nenhuma planta é capaz de
realizar o processo de conversao e/ou fixagado do nitrogénio e usa-lo diretamente para
seu crescimento (GUPTA et al., 2015; VICENTE; DEAN, 2017). A FBN pode ser
realizada por Rizobactérias Fixadoras de Nitrogénio (RFN) as quais podem fornecer
nitrogénio por meio de associagao simbidtica ou n&o simbidtica (BHARDWAJ et al.,
2014). A forma simbiotica exibe a estrutura de nodulos radiculares em espécies de
planta da familia Fabaceae, as quais abrigam as comunidades de bactérias fixadoras
no interior do tecido radicular. A forma nao simbidtica é realizada por diazotréficos de
vida livre e estabelecem relagbes com espécies de plantas de distintas familias
(DILWOTH, 1974; OLDROYD, 2013).

Solubilizagao de Fosfatos - Rizobactérias Solubilizadoras de Fosfato (RSF)
sdo capazes de tornar formas fosfaticas ligadas a grupamentos metalicos em formas
disponiveis, e assim o P disponibilizado pode ser assimiladas por plantas. A principal
via € a solubilizacdo de fosfatos durante a degradacdo de substratos por meio da
exsudagao de acidos organicos. A redugdo do pH do meio atua como um agente
quelante dos elementos que acompanham o ion fosfato. O processo € mediado por
duas enzimas: a glicose-desidrogenase e a acido-glucdnico desidrogenase. A glicose
€ oxidada a acido glucdnico, pela glicose desidrogenase, e posteriormente a enzima
acido-glucdnico desidrogenase oxida o acido glucdnico a acido 2-cetoglucénico. Isso
faz com que o pH entorno da colbénia seja reduzido e os prétons de H* extruidos
solubilizem os ions fosfatados (CHAGAS et al., 2010). Estima-se que apenas uma
pequena por¢cdo de RPCP sejam capazes de realizar esse mecanismo.
Aproximadamente, cerca de 20% das bactérias do solo solubilizariam fosfatos de
forma eficiente (SOLANKI; KUNDU; NEHRA, 2018).. Esses mecanismos podem
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liberar o fésforo adsorvido aos sitios por meio de troca de ligantes solubilizando o P
junto a outros elementos como K/Ca/Fe/Al.

Producdo de Fitorménios - Algumas rizobactérias produzem fitorménios
como auxinas, citocininas, giberelinas e etileno alterando a expressdo hormonal da
planta. Desse modo, a produgao de fitorménios pode promover a proliferagéao celular,
alteracdo na conformagao estrutural da planta, aumento da producédo de raizes
secundarias, supressao de doengas entre outras expressdes (HALDAR; SENGUPTA,
2016; JHA; PANWAR; JHA, 2018).

2.3.2 Mecanismos indiretos

Os mecanismos indiretos dizem respeito a acdo que as rizobactérias exercem
como biocontroladores de agentes fitopatogénicos. Enquadram-se como mecanismos
indiretos que promovem o crescimento de plantas: a antibiose, resisténcia sistémica
induzida e a producao de exopolissacarideos e biofiime (GUPTA et al., 2015).

Antibiose - Consiste na inibicdo do crescimento de outros micro-organismos
por meio da producao de substancias antibiéticas. Este € um dos mecanismos mais
estudados, principalmente pela industria farmacéutica, para promog¢ao do biocontrole.
Além de antibidticos algumas rizobactérias produzem cianeto de hidrogénio (HCN)
que reduz a densidade populacional de fitopatdogenos (BASU; RABARA; NEGI, 2017).

Producao de Sideréforos - Sideroforos sao substancias de baixo peso
molecular capazes de quelar o ferro existente no solo e transporta-lo para o interior
de célula bacteriana. Este mecanismo é tido por alguns pesquisadores como uma
estratégia de desenvolvimento e especializagdo na assimilagao do ferro, pois no solo
seu estado molecular ndo se encontra em uma forma prontamente assimilavel. Apesar
de ser abundante, o ferro é encontrado predominantemente em sua forma férrica (3+)
que € pouco soluvel, logo pouco assimilavel. Dessa forma, rizobactérias produtoras
de sideréforos cooperam como crescimento de plantas limitando o ferro para outros
micro-organismos fitopatogénicos. Contudo, é possivel que plantas utilizem o ferro
quelado com sideroforos por receptores presentes na superficie da célula bacteriana.
Apos a entrada no citoplasma o ferro é entdo liberado na forra de ferro ferroso
(KLOEPPER et al., 1980; KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2018).

Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) - Uma das formas de ativar o
mecanismo de defesa de plantas € por meio de agentes externos que antecedam a

infeccdo, conhecidos como indutores de resisténcia sistémica. Fatores bioticos e
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abidticos podem promover tal efeito. Nesse contexto, o biocontrole por meio de
rizobactérias do solo € uma importante ferramenta no controle de doencas. As
rizobactérias que incitam tal mecanismo nas plantas envolvem a sinalizacdo de
hormonios como acido jasmonico e etileno estimulando assim a resposta do sistema
de defesa vegetal (ADREES et al., 2019).

Formacgao de biofilme — Algumas RPCPs podem produzir polissacarideos.
Essas substancias podem ser intracelular, estruturais ou extracelulares. Tal
mecanismo € importante, pois esta intimamente atrelado a formacgao de biofilme.
Biofilmes podem ser formados em diversas superficies e sdo o resultado da intragao
de bactérias. RPCPs produtoras de biofilme podem auxiliar as plantas em processos
como: solubilizagdo de nutrientes, absor¢do de agua e nutrientes, protegcdo contra
agentes fitopatogénicos, resisténcia a estresses ambientais e protecdo contra
dessecacao (TEWARI; ARORA, 2014).

2.4 Pesquisas Envolvendo o uso de RPCP associadas a videiras

Barka; Nowak e Clement (2006) testaram um isolado bacteriano Burkholderia
phytofirmans, promotora de crescimento de plantas, em plantulas de Vitis vinifera L.
Os autores verificaram que B. phytofirmans era capaz de colonizar tecidos internos de
videiras e assim reduzir a susceptibilidade ao congelamento. A inoculagédo com B.
phytofirmans reduziu a atividade da enzima amilase sob condi¢des de congelamento
devido ao aumento do acumulo de prolina nos tecidos vegetais. A prolina € uma
molécula organica capaz de desempenhar multiplas fungdes em processos de
estresse ambiental. Desta forma, demonstrou-se que RPCPs podem influenciar
significativamente a resisténcia de videiras ao congelamento. Apesar da condigdo de
congelamento ndo serem caracteristicas do Vale do Sao Francisco, o estudo
demonstra a importancia das RPCP na resisténcia a condi¢des climaticas extremas.
Nesse sentido, RPCPs que sejam capazes de aumentar a tolerancia ao
congelamento/frio podem auxiliar no prolongamento do tempo de armazenamento
pos-colheita das uvas.

Ja se demonstrou que RPCP podem contribuir com a redugédo do acumulo de
metaloides em tecidos vegetais. Funes Pinter et al. (2018), avaliando o efeito da
inoculagao com Bacillus licheniformis, Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens

em condi¢cbes controladas de contaminacdo com Aslll verificaram melhorias no
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crescimento vegetal, como: aumento da producédo de frutos, redugao do efeito de
toxicidade, aumento de biomassa, aumento de atividade de enzimas antioxidantes e
a redugdo do acumulo do metal nos tecidos. Tais resultados sdo de grande
importancia uma vez que o arsénico esta atrelado a insumos agricolas (herbicidas,
inseticidas, estimulantes de crescimento para plantas e outros). A mitigagdo da
concentracado de Aslll e outros metais/metaloides pelo uso de RPCP, demonstra a
possibilidade de inclusdo de rizobactérias decompositoras de xenobibdticos em
técnicas de remediacéo.

Andreolli et al. (2016), avaliaram a diversidade de isolados bacterianos
endofiticos capazes de promover o crescimento de videiras, bem como a ocorréncia
de mecanismos atrelados a promocgao de crescimento. Seus resultados demostraram
que a atividade da enzima ACC-desaminase por bactérias associadas a videira € de
baixa ocorréncia. Solubilizadores de fosfatos, por sua vez, possuiam maior
expressividade, mas 50% dos isolados pertenciam ao género Pantoea. Além desses
mecanismos, a sintese de AlA, a produgao de sideréforos e atividades antimicéticas
foram constatadas. Dessa forma, demonstrou-se a necessidade de estudos
envolvendo técnicas de microbiologia classica (cultivo in vitro) a fim de fornecer ideias
de bioprodutos que sejam economicamente aplicaveis a agricultura e que auxiliem no
desenvolvimento sustentavel.

Embora existam estudos sobre a rizosfera de videiras e sua estrutura de
comunidades, ainda sdo escassos os trabalhos de rizoengenharia, que compreendam
o isolamento e possiblidade de uso de RPCP como bioinoculantes para a uva. A
grande maioria dos trabalhos se concentram em estudos de fertilidade, fertirrigagao e
irrigacéo, pois visam apenas melhores rendimentos sem levar em consideracédo a
sustentabilidade produtiva e a longevidade agricola (SILVA; SILVA; BASSOI, 2016;
ANDRADE et al., 2017; PICCIN et al.,, 2017; SERRANO et al., 2017). Portanto, é
necessario entender as relagdes existentes na rizosfera de videiras e suas potenciais
aplicagbes biotecnolégicas para a agricultura. Tal necessidade é ainda mais
importante quando vinculada a problematicas como as de regides produtoras de uva

no Vale do Sao Francisco.

2.5 A Viticultura no Vale do Sao Francisco
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O Vale do Séao Francisco (VSF) é a regiao localizada em torno do Rio Sao
Francisco a qual inclui os estados de Pernambuco de Bahia. O VSF é um polo de
producado e exportagao de uvas finas de mesa. A regido possui condi¢cdes climaticas
que provocam aceleragédo nos processos fisioldgicos da planta permitindo a colheita
de até dois ciclos e meio no periodo de um ano. Atualmente, o VSF é responsavel por
cerca de 90% a 99% das uvas finas de mesa exportadas pelo Brasil (ARATA,;
HAUSCHILD; SCKOKAI, 2017). Apesar das condi¢des ambientais dessa regido ja
proverem vantagem de mercado, produtores do VSF estdo em constante busca por
maiores produtividades.

A fim de atingir altas produtividades agricultores fazem uso de uma grande
quantidade de agroquimicos (defensivos, fertilizantes e herbicidas). Esse sistema de
cultivo causa alteracbes em caracteristicas fisico-quimicas a fim de alcancar uma
melhor fertilidade do solo e com isso prover melhorias na produtividade. (FREITAS et
al.,, 2011; PRESTON et al., 2017). Contudo, outros fatores sao negligenciados e
acarretam sérios problemas.

Além de onerosa, a produgao de fertilizantes minerais e agroquimicos envolve,
na maioria dos casos, 0 uso de recursos nao renovaveis. Além disso, o processo de
fabricacdo e aplicagao apresenta riscos a saude humana, bem como gera grandes
passivos ambientais, como por exemplo: defeitos congénitos em neonatos e o0s
residuos da producéo de fertilizantes fosfatados (SILVA et al., 2011; ATTALLAH et al.,
2019). Portanto, desenvolver alternativas que otimizem o uso de recursos atendendo
a demanda alimentar, econdmica e de sustentabilidade € um grande desafio (GUPTA
et al., 2015).

Visando reduzir a tendéncia do aumento do consumo de fertilizantes e a
pegada ecoldgica, pesquisadores tém se esfor¢gado para encontrar alternativas para
produgao agricola. Entre tais alternativas, a utilizagdo de micro-organismos que sao
capazes de promover o crescimento vegetal se demonstra bastante eficaz (AZCON-
AGUILAR; BAREA, 2015). Contudo, até o momento, trabalhos relacionados a

prospecc¢ao de RPCPs em videiras na regido do VSF s&o inéditos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Descricao do local de coleta e processo de amostragem

As areas de produgédo de uvas de mesa se localizam no Perimetro Irrigado
Senador Nilo Coelho, na regiao do Vale do Sao Francisco em Petrolina PE (Figura 4).
O clima é quente, semiarido, classificado como BSwh’ pela classificacdo de Koppen,
com precipitagdo pluvial média de 578 mm ano' concentrada entre os meses de
novembro a abril, temperatura média anual de 26,5° C e umidade relativa do ar de
61%.

O solo foi coletado em 2017 para uma pesquisa em paralelo ao presente estudo
(FREITAS, 2019). Foram coletadas aproximadamente 200g de solo aderido as raizes
de videiras, considerado como solo rizosférico, com auxilio de espatula esterilizada
com alcool 70%. As amostras foram coletadas em triplicata, tipo composta, por area
e colocadas em sacos plasticos. Posteriormente, foram acondicionadas em cooler
com gelo até chegaram ao Laboratério de Bioquimica e Microbiologia do Solo da

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foram congeladas.

Figura 4. Localizagdo dos pontos utilizados para coleta das amostras de solo
rizosférico para os estudos de caracterizacdo de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas isoladas a partir da rizosfera de videiras no semiarido
pernambucano
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A coleta foi realizada no inicio, centro e fim das parcelas de coleta de cada
fazenda, onde cada ponto foi coletado em triplicata na rizosfera de uma mesma planta.
A distribuicdo de coleta foi realizada em forma triangular sobre a area de producéo a
ser coletada (Figura 5). As coordenadas estdo expressas na Tabela 1. Informacgdes

adicionais sobre as areas de cultivo estdo descritas na Tabela 2.

Figura 5.- Representagdo esquematica do plano de coleta das amostras de solo
utilizadas para os estudos de caracterizacdo de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas isoladas a partir da rizosfera de videiras no semiarido
pernambucano.
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Tabela 1. Coordenadas geograficas dos pontos em que foram coletadas as amostras
de solo para os estudos de caracterizacao de rizobactérias promotoras de crescimento
de plantas isoladas a partir da rizosfera de videiras no semiarido pernambucano

Ponto de Coleta Coordenadas
Ponto 1 9°18'52.25"S; 40°26'38.58"0
Ponto 2 9°19'22.58"S; 40°35'29.76"0
Ponto 3 9°20'1.70"S; 40°32'0.93"0
Ponto 4 9°22'42.14"S; 40°37'21.61"0
Ponto 5 9°15'5.07"S; 40°25'4.31"0
Ponto 6 9°26'56.19"S; 40°36'59.25"0

Tabela 2 Variedades de uva em cultivo por area na data de coleta, anos de cultivo e
0 manejo de adubacgao.

Variedades de Anos de

Areas Uva Cultivo Adubacao
i Armiogan; Aminoplus; Nitrato de Ca e
1 Arra-15 " K; Sulfato de Ca e Mg
5 ltalia Moscat 14 Armiogan; Aminoplus; Nitrato de Ca;

Uréia; Sulfato de Ca, K e de aménio
Armiogan; Aminoplus; Nitrato de Ca,

3 Vitéria 13 Mg e K; Esterco; MAP; Sulfato de Ca,

K e de aménio.

Nitrato de Ca e K; Cloreto de K; Sulfato

de K, Mg, Cu, Zn e de Fe

5 Iris 15 Armiogan, Aminoplus; Nitrato de Ca, K
e Mg; Sulfato de Mg e K; MAP.
Armiogan, Aminoplus; Nitrato de Ca;

6 Arra-15 14 MAP; Sulfato de Mg e K; Cloreto de K,
Algen; KSC Mix

4 Crimson 16

3.2 Isolamento das colonias bacterianas

Foram pesados 10g de cada amostra de solo, previamente preparadas,
adicionadas junto a 90 mL de solugao de NaCl 0,85% esterilizada e agitadas em mesa
agitadora horizontal durante 30 minutos a 150 RPM. Apds esse procedimento, foram
realizadas diluicbes seriadas de 10 vezes da suspensado de cada amostra pipetando
1 mL da suspenséo para 9 mL de solugédo de NaCl 0,85% previamente esterilizada,
sendo a diluigdo final de 10-°.

Para a etapa de plaqueamento 0,1 mL de cada diluicao seriada foi adicionada
sobre o meio de cultura TSA (Triptona 15g; extrato de soja 5g; Cloreto de Sddio 5g;

Agar 15g) e homogeneizada na superficie (GOULD et al., 1985). O processo foi
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executado em ftriplicata para cada diluicdo. As placas incubadas em estufa
bacteriolégica de crescimento a 28° C por um periodo de 72h, sendo verificadas a
cada 24h para acompanhamento do tempo de crescimento das colbnias. A
determinacdo do numero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) foi realizada a
partir da diluicdo mais viavel (entre 20 e 200 colbnias por placa). Posteriormente,
foram realizados procedimentos para a obtencao de colénias bacterianas puras.

O isolamento das col6nias foi realizado a partir da placa utilizada para
contagem de UFC e uma diluigdo acima em meio de cultura TSA (Triptona 15g; extrato
de soja 5g; Cloreto de Sédio 5g; Agar 15g). A fim de assegurar o isolamento de
colénias puras foi realizado o estriamento em T e apds o periodo de crescimento
verificada a ocorréncia de morfotipos distintos (KING; WARD; RANEY, 1954;
COMPANT et al., 2005).

3.3 Caracterizagao morfolégica e armazenamento

Apés o periodo de incubacao, as coldnias foram caracterizadas quanto aos
descritores morfofisioldgicos da cultura: velocidade de crescimento (24h rapida; 48h
intermediaria, entre 48 e 72h fastidiosa; >72h lenta), tamanho (<1 mm; entre 2 e 1
mm; >2 mm), forma (circular, irregular, rizoide, filamentosa, puntiforme e fusiforme),
aparéncia (homogénea ou heterogénea), cor (branca, amarela, creme e rosa),
transparéncia (transparente, translucida e opaca), superficie (lisa ou rugosa),
elevagdo da colbnia (plana, céncava. convexa, cristada, papilada e crateriforme),
producao de muco (seca, escassa, moderada e abundantes) e consisténcia do muco
(seco, floculoso, butirico, viscoso). Também foi realizada a determinagao do grupo
Gram aplicando a técnica do KOH (BUCK, 1982). Posteriormente, as colénias foram
analisadas quanto capacidade de realizagdo dos mecanismos de promocao de

crescimento.

3.4 Capacidade de solubilizagao de fosfatos

As bactérias foram transferidas para o meio GEL (10g de glicose, 2g de extrato
de levedura, 5mL de azul de bromotimol e 15g de agar) e enriquecido com CaHPOa.
O processo de enriquecimento do meio com CaHPO4 se deu pela reagao da solugao
de K2HPO4 0,57 M com CaCl2 0,90 M junto ao meio GEL. O principio do método

baseia-se na formacdo de um meio turvo, no qual as bactérias serdao inoculadas.
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Aquelas capazes de solubilizar esse fosfato de calcio produzem a formagao de um
halo translucido ao redor da sua colbnia. A partir da formagao do halo de cada isolado
foi determinado o indice de Solubilizac&o (IS) que é dado pela raz&o entre o diametro
do halo e o didmetro da colbnia, ver Equacao 1 (CATTELAN, 1999).

Para a verificagdo da capacidade de solubilizagao de fosfato de aluminio, os
isolados foram inoculados em meio GEL enriquecido com o precipitado de fosfato de
aluminio. Para tanto, uma solug&o de AlsCl3.6H20 foi adicionada ao meio ainda sob
estado fundente formando o AlsPO4 (SILVA FILHO; VIDOR, 2000). Posteriormente,
foram calculados os indices de solubilizagao de fosfato de aluminio assim como para

o fosfato de calcio (Equagao 1).

Equacao 1. indice de solubilizagdo de fosfato.
IS = @ do halo de solubiliza(;éo/
- @ da colonia bacteriana

3.5 Quantificagao da solubilizagao de fosfato de calcio

Para a quantificacdo da solubilizagdo de fosfato de calcio se utilizou o meio
liguido NBRIP. O procedimento analitico seguiu a metodologia proposta por
(BARTON, 1948; RIBEIRO; CARDOSO, 2012). Uma aliquota de 100 uL da suspensao
de células dos isolados, previamente crescidos em meio TSB, foram inoculados em
meio NBRIP liquido e mantidos sob agitagdo constante por 96h. A cada 24h foram
coletadas aliquotas e congeladas até a quantificagdo. Para esta etapa foram utilizados
4 mL de solugédo vanadomolibdica e 1 mL de cada um dos sobrenadantes aliquotados.

A leitura foi realizada no comprimento de 420 nm.

3.6 Avaliagao da fixagao assimbiética de N2

A selecéo inicial de bactérias diazotréficas foi realizada a partir do meio JNFB.
Cada isolado bacteriano foi transferido para um tubo de penicilina contendo 5 mL do
meio JNFB (5g de acido malico; 0,6g de K2HPO4; 1,8g de KH2POg4; 0,2g de
MgS04.7H20; 0,1g NaCl; 0,02g de CaCl2.2H20; 2mL de micronutrientes; 2mL de azul
de bromotimol; 4mL de FEEDTA (1,64%); 1mL de solugéo de vitaminas; 4,5g de KOH;

1,89 de agar) e incubado a 30°C por um periodo de 10 dias. O procedimento foi
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repetido 3 vezes para o mesmo meio a fim de assegurar que as bactérias nao estariam
usando reservas de N celular, verificando assim sua estabilidade de fixacao
(DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995; CATTELAN, 1999).

3.7 Autenticagcao da FBN dos isolados responsivos para FBN em tubos

ApOs a avaliagao da formacéao de pelicula no meio JNFB em tubos de penicilina,
foi realizado um passo de autenticacdo para os isolados que exibiram resultado
positivo previamente. Para tanto, um passo de PCR com primers universais (PolF e
PoIR) para amplificagdo do fragmento de gene codificante para a nitrogenase (nifH)
foi empregado conforme a metodologia descrita por Poly; Monrozier; Bally, (2001).
Apenas os isolados que apresentaram resultado positivo para os dois testes de FBN

foram caracterizados como diazotroéficos.

3.8 Avaliacdo da capacidade de sintese de Acido Indol-acético (AlA)

Para a verificagao da producao de AlA, as bactérias isoladas foram cultivadas
em meio LB (10g de triptona, 5g de extrato de levedura e 5g de cloreto de sédio)
enriquecido com 5mM de L-triptofano (1,021g L"), o percussor do AlA. As bactérias
foram incubadas com 1mL de meio LB em eppendorfs de 2mL a
28° C por 24h. Apo6s o tempo de crescimento, foram centrifugadas a 9500g por 2
minutos. Uma aliquota de 100 yL da suspensdo do meio foram transferidas para
microplacas de 96 pogos e adicionados 100uL da solugdo de Salkowski (a solugao de
Salkowski consiste na diluicdo de 1 mL da solugéao de FeCl3.6H20 (0,5 M) em 49 mL
de HCIO4 35%) e incubada a temperatura ambiente. A confirmagéo da producéo de
AlIA se deu pela presenca da coloragéo alaranjada. Os isolados foram testados em
triplicata e tiveram sua producéo estimada por meio de leitura em fotocolorimetro com
comprimento de onda de 530 nm (BRIC; BOSTOCK; SILVERSTONE, 1991). Para
tanto, foi construida uma curva com concentragdes definidas do horménio sintético e

os valores de leitura das amostras foram interpolados com a equacgao criada.

3.9 Avaliagao da capacidade de formagao de biofilme

Para a verficagao da formacgao de biofilme os isolados foram submetidos ao

crescimento em meio liquido. Posteriormente, a densidade ética foi ajustada para 0,1
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(540 nm). Apods a calibragao, 5 uL da suspensao de células de cada isolado foram
inoculados em triplicata em 195 uL de meio YM em placas de 96 pogos. Em seguida,
cada isolado foi submetido ao seu tempo de crescimento necessario sem agitacéo a
30°C. Apds o tempo de crescimento, o conteudo das placas foi descartado, lavado
com agua destilada por trés vezes e submetidos a secagem por 20 minutos. Apds a
secagem, 100 pL de violeta genciana (0,25%) foram adicionados por cinco minutos.
Posteriormente, as placas foram novamente lavadas por trés vezes e em seguida
adicionados 200 uL de uma solugao alcool-acetona (80:20). A formagao de biofilme
foi marcada como positiva para isolados que apresentaram a formacéo de coloragao
roxo-azulada (SILVA, 2019).

3.10 Antibiose direta a Xanthomonas campestris pv. viticola

Em placas de petri de 60mm x 15mm contendo meio TSA foram co-inoculados
junto a X. campestris pv. viticola os isolados que apresentaram respostas positivas
para ao menos um dos dos mecanismos anteriormente testados. A disposi¢cao na
placa procedeu da inoculagdo em placa cheia com o isolado teste ao fundo e apos a
secagem da superficie 5uL da suspensdo de células do fitopatdgeno foram
pontualmente aplicados em triplicata. Posteriormente, as placas foram incubadas a
uma temperatura controlada de 30°C por um periodo de 72h. Em seguida, foi
verificado a formagéo de halo de inibicdo de crescimento e calculado o Percentual de

Inibicdo do Crescimento (PIC) por meio da Equagao 2.

Equacao 2. Equacéo utilizada para estimar o percentual de inibicdo de crescimento
microbiano. Descricdo: KR — didmetro da colénia (mm) do ponto de inoculagdo, em
placas controle, até a margem das placas; R1 — diametro do crescimento do patdogeno

do ponto de inoculagéo até a margem da colbnia nas placas na direcdo do antagonista.

PIC (%) = %xwo

3.11 Extracao de DNA das RPCPs

As RPCP que apresentaram a capacidade de realizar ao menos um dos

mecanismos testados, tiveram seu DNA extraido. Para a extracdo do DNA das RPCP



43

foi usado o método de lise com etanol alcalino quente. Aos tubos com 100 puL da
suspensao de células de cada RPCP foi adicionado 455 uL solugdo de extragéo
composta por: 240mM de NaOH, 2,7mM de EDTA e 74% de etanol. Em seguida, os
tubos foram agitados suavemente, aquecidos a 80°C por 10 minutos e centrifugados
a 16.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado ao tubo 100
uL de solugdo tampédo contendo 0,1imM de EDTA e 50mM de TRIS-HCI pH 8,0
(VINGATARAMIN; FROST, 2015).

3.12 Sequenciamento do 16S rRNA

As 15 RPCPs que apresentaram melhores resultados de acordo com os testes
por mecanismos foram submetidas ao processo de sequenciamento do gene
16S rRNA. Para isso, as bactérias tiveram seu gene 16S rRNA amplificado usando os
oligonucleotideos universais 27F (5'- AGRGTTTGATYMTGGCTCAG -3') e
1492R (5' GGYTACCTTGTTACGACTT 3'). As reagdes foram feitas com 25 ng do
DNA bacteriano, 10 pmol de cada primer, 10 mM de dNTP’s, 5 uL de 10xTaq buffer e
1,5 U de Taq DNA polimerase. As condi¢cdes da reacao foram: desnaturagao inicial a
94° C por 10 minutos; 30 ciclos de: 94°C por 45 segundos, 53° C por 145 segundos e
72° C por 2 minutos; um passo de extenséo final de 72°C por 10 minutos. O produto
de PCR foi verificado quanto a sua qualidade por meio de eletroforese gel de agarose
(1%) a 110 V por 40 minutos. O Gel foi visualizado por meio de transiluminador UV-
BOX (SANDHYA et al., 2010).

Os produtos de PCR foram enviados para o Laboratério da Macrogen
(Macrogen, Inc. South Korea) para sequenciamento. Os dados das sequéncias foram
comparados no banco de dados NCBI. A relagdo das sequéncias verificada por
alinhamento local usando a ferramenta BLAST. As sequéncias foram agrupadas de

acordo com a proximidade filogenética dos isolados no programa MEGA.

3.13 Estatistica dos dados

Para os resultados obtidos a partir da descrigao fenotipica dos isolados, os
dados foram performados na forma de matriz binaria. Posteriormente, os isolados

foram agrupados pelo método de Jaccard em um dendrograma e estimados os indices
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de diversidade para as parcelas amostrais. Para esta etapa se utilizou o programa
PAST.

Os indices de UFC, solubilizacdo de fosfato de calcio, quantificacdo de
solubilizacido de fosfato de calcio, sintese de AIA e percentual de inibicdo de
crescimento tiveram suas médias submetidas ao teste de Tukey a 5% no software
Sisvar.

Os mecanismos de formacéo de biofilme e fixag&o bioldgica de nitrogénio foram
descritos na forma de dados nominais devido a auséncia de ferramental para a

quantificagao.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estimativa do nimero de UFC

O crescimento de colbnias bacterianas sofreu redu¢ao acentuada conforme as
diluigbes foram empregadas. Placas com diluigbes acima de 107 revelaram baixa
abundancia de micro-organismos cultivaveis (Figura 6). Portanto, para efeito de
calculo e homogeneidade de tratamento foram utilizadas as contagens das diluigdes

104 para estimar a abundancia de UFC.

Figura 6. Efeito da diluicdo seriada do solo rizosférico na ocorréncia de UFCs em meio
TSA para os estudos de caracterizacao de rizobactérias promotoras de crescimento
de plantas isoladas a partir da rizosfera de videiras no semiarido pernambucano

De forma geral, a abundéancia de bactérias cultivaveis em meio de cultura a
partir do solo rizosférico de videiras foi baixa. O valor médio de UFC das amostras foi

de 8,00 x 10%, sendo o valor maximo de UFC entre as amostras de 3,87x10° e o
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minimo de 1,12 x 10* (Figura 7). As expressdes de baixa e alta abundancia de UFC
estiveram relacionadas com areas especificas.

Em ordem crescente, a area 1 mostrou os menores valores de UFC. A média
foi de 1,64x104, com minima de 1,24x10* e maxima de 2,10x10%. Os maiores valores
de UFC estiveram relacionados a area 2. A média foi de 3,33x10%, com minima de
2,34x10% e maxima de 3,87x105. Contudo, apesar da distancia exponencial entre os
valores encontrados para a abundancia de UFC, estes resultados ainda sao
considerados abaixo da expressividade normal que seria entre 10 e 107 (VIEIRA;
NAHAS, 2000).

Figura 7. Estimativa de UFC cultivaveis, em exponencial, relacionadas ao solo
rizosférico. Em A, o grafico em boxplot é referente aos valores obtidos para as areas
de estudo em geral. Em B, o desdobramento dos resultados obtidos por area para os
estudos de caracterizagcdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
isoladas a partir da rizosfera de videiras no semiarido pernambucano.
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As letras maiusculas distintas presentes na area do grafico inferior representam diferengas estatisticas
pelo teste de Tukey (0,05).
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As areas 1, 3, 4 e 5 possuem classificagao textural areia franca, enquanto as
areas 2 e 6 sao franco arenosas. O pH do solo entre as areas nao tem diferenca
significativa, bem como os teores de matéria organica, P, Ca, Mg, Na, K e acidez
potencial (H*+AI3*). Contudo, foram observados elevados valores de P-disponivel para
todas areas o que foi apontado como principal percussor para mudangas ambientais
na regiao (FREITAS, 2019). Portanto, mediantes analise de solo ndo ha motivos
aparentes para tal comportamento de flutuacédo entre as médias de numeros de UFC
por area em virtude da homogeneidade de atributos quimicos e fisicos.

Sabe-se que o crescimento microbiano in vitro é restringido por fatores
essenciais que nado podem ser fornecidos por meio cultura, ou ainda, pela
necessidade de um hospedeiro como no caso de biotréficos obrigatorios. Estima-se
que apenas 1% ou menos dos micro-organismos presentes no solo sejam cultivaveis
(LAMBAIS et al., 2005). Contudo, baixas estimativas de UFC podem ser o reflexo da
imposig¢ao de pressdes ambientais sobre as comunidades (LIU et al., 2010).

Orr et al. (2015) relatam que as comunidades microbianas do solo podem ser
moldadas tanto estruturalmente quanto em termos de abundéancia. Os principais
fatores relacionados a alteragdo do comportamento microbiano do solo seriam: o pH
do solo, o sistema de cultivo adotado, o tempo de cultivo e o manejo da fertilidade. O
fator de maior implicacdo sobre as comunidades microbianas do solo seria o pH.
Contudo, esse fator € dependente de outras variaveis. O manejo da fertilidade em
areas de cultivo convencional € responsavel por significativas redug¢des no pH do solo
(HALDAR; SENGUPTA, 2016). Portanto, a estrutura de comunidades funcionais pode
ter sido afetada pelos consecutivos anos de cultivo convencional.

E possivel que a conversdo de areas nativas do semiarido de Pernambuco para
areas de viticultura tenha promovido a reducao da ocorréncia de UFC cultivaveis. Isso
pode estar relacionado com o longo tempo de imposi¢do de condigdes de cultivo
intensivo, bem como com o manejo da fertiidade. Nesse sentido, as alteracdes
promovidas pela viticultura no VSF transcenderiam alteragdes na fertilidade natural do
solo, como proposto por Preston et al. (2017), refletindo na redugao da ocorréncia de
comunidades de micro-organismos cultivaveis.

Tais alteragbes nas comunidades microbianas s&o graduais e, por isso,
dificiilmente s&do notadas. Algumas pesquisas relatam que mudangas no
comportamento microbiano podem ser verificadas a partir do 3 ano de cultivo (LIU et
al., 2010; GEISSELER; SCOW, 2014; ORR et al., 2015). Todas as areas de producao
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de uva de onde foram coletadas as amostras de solo possuiam mais de 10 anos de
cultivo estabelecido. Possivelmente, o estabelecimento da viticultura desencadeou o
processo de perda de biodiversidade microbiana. Com isso, fungdes ecoldgicas
exercidas por grupos de micro-organismos especificos teriam sua expressividade
suprimida devido a pressdo ambiental acentuada pelos anos de cultivo convencional

intensivo.

4.2 Caracterizagao morfolégica dos isolados bacterianos

A partir do cultivo da suspensao de solo em solugéo salina no meio TSA foi
realizado isolamento de onde foram obtidos 423 morfotipos bacterianos. Apds o
procedimento de caracterizagado fenotipica, os isolados foram agrupados pelo
coefiente de Jaccard mediante as similaridades apresentadas. Como resultado,
verificou-se a formacado de 353 grupos fenotipicamente distintos a 100% de

similaridade (Figuras 9a e 9b).
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Figura 9a. Agrupamento hierarquico pelo coeficiente de Jaccard em forma de
dendrograma de acordo com a similaridade de ocorréncia dos descritores
morfolégicos dos isolados bacterianos objetos de estudos de caracterizagdo de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas a partir da rizosfera de
videiras no semiarido pernambucano. Na lateral esquerda, a arvore hierarquica com
todos os isolados. Na parte central-direta, a fragmentagcé&o do agrupamento de acordo
com as areas de estudo enumeradas abaixo de cada dendrograma e 0s seus
respectivos isolados bacterianos.
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Figura 9b. Agrupamento hierarquico pelo coeficiente de Jaccard em forma de
dendrograma de acordo com a similaridade de ocorréncia dos descritores
morfoldgicos, previamente ordenados em matriz de dados simples, dos isolados
bacterianos para os estudos de caracterizacdo de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas isoladas a partir da rizosfera de videiras no semiarido
pernambucano. Na lateral esquerda, a arvore hierarquica com todos os isolados. Na
parte central-direta, a fragmentagdo do agrupamento de acordo com as areas de
estudo enumeradas abaixo de cada dendrograma e seus respectivos isolados
bacterianos.
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Apesar das baixas abundancias de UFC cultivaveis que foram encontradas, o
indice de Shannon (H’) revelou alta diversidade por area. Valores de H’ acima de 3,5
inferem diversidade elevada. Os resultados obtidos variaram entre 4,03 e 4,41, para
as areas 4 e 1, respectivamente. Os valores para Espécie Equivalente também foram
calculados com base no valor de H’ obtido (Tabela 3). O valor de Sw representa o

numero esperado de individuos por espécie em condigdes de equidade maxima.

Tabela 3. indices de diversidade de Shannon e de Espécie Equivalente (Sw) para
populagdes bacterianas cultivaveis em meio TSA obtidos por area de amostragem dos
estudos de caracterizacdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
isoladas a partir da rizosfera de videiras no semiarido pernambucano

Area 1 2 3 4 5 6
H' 4,419459 4,034696 4,317488 4,033331 4,196181 4,123921
Sh 83,05134 56,52573 74,99999 56,44863 66,43214 61,80109

Os percentuais de ocorréncia dos descritores morfolégicos estudados foram
estimados (Figura 8). Bactérias do grupo gram-positivas foram predominantes (92%).
Com relacao ao tempo de crescimento dos isolados, a maioria foi classificada como
rapida a intermediaria, 28% e 59% respectivamente, sendo apenas 13% de
crescimento lento. Apesar de variavel, o tamanho das colénias foi predominantemente
maior que 2 mm (45%). Quanto a forma das colbnias: 54% possuiam forma irregular;
36% forma circular; 8% eram puntiformes e 1% das formas eram rizoides, filamentosas
ou fusiformes. Apenas 23% dos isolados possuiam colénias heterogéneas. Quanto a
coloragdo, a maioria dos isolados era opaca (56%) e de cor creme (60%). 75%
possuiam superficie lisa e alguma forma de elevagdo da colbénia, sendo 50% plana,
21% em forma de lente e 15% convexa. A produg¢ao de muco foi de escassa a pouca

(24% a 38%) e quando existente seca (33%) ou viscoso (52%).
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Figura 8. Agrupamento hierarquico pelo coeficiente de Jaccard em forma de
dendrograma circular de acordo com a similaridade de ocorréncia dos descritores
morfolégicos dos isolados bacterianos objetos de estudos de caracterizagdo de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas a partir da rizosfera de
videiras no semiarido pernambucano
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4.3 Capacidade de solubilizagao de fosfatos

A avaliagao da capacidade de solubilizagao de fosfato revelou um baixo indice
de RPCPs capazes de realizar tal mecanismo. Apenas 29 de 423 isolados
apresentaram a formacao halo de solubilizagdo em placas contendo meio de cultura,
um percentual de 6,85% de ocorréncia. Entre as RPCPs solubilizadoras de fosfato,
93% apresentaram baixo indice de solubilizagdo e apenas 6,89% apresentaram indice
intermediario.

Entre os indices de solubilizacdo passiveis de avaliagdo, 75% das RPCPs
apresentavam IS entre 1,15 e 1,55 (Figura 10). Apesar do restrito numero de RPCP
capazes de solubilizar de fosfato, alguns isolados apresentaram capacidade acima da
meédia do grupo. Os isolados 31.14, 3.19, 35.18, 17.04 e 3.25 foram os cinco mais

eficientes de acordo com a estimativa do IS.

Figura 9. Eficiéncia da solubilizacdo de fosfato de calcio pelo indice de solubilizagao
(IS) dos isolados bacterianos que exibiram resultado positivo para esse teste nos
estudos de caracterizagcdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
isoladas a partir da rizosfera de videiras no semiarido pernambucano
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As letras mailsculas distintas presentes na area do grafico inferior representam diferencas estatisticas
pelo teste de Tukey (0,05).

Adotando-se o critério de eficiéncia de solubilizagdo proposto (HARA;
OLIVEIRA, 2004), apenas os isolados 31.14 e 3.19 seriam de média solubilizagao (2
< IS <4). Os demais isolados possuem baixa solubilizagcdo (1S<2). Nao houve nenhum
isolado com alta capacidade de solubilizagao (IS>4). Os isolados séo de solubilizagao
tardia (formacao de halo apés o 7° dia de inoculagao), com excec¢ao do isolado 3.24

que é precoce e possui formacgao de halo expressiva ao quarto dia. Contudo, o isolado
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3.24 apresenta baixo IS. As demais bactérias isoladas foram marcadas como n&o
solubilizadoras aparentes.

Rizobactérias Solubilizadoras de Fosfato (RSF) s&o capazes de solubilizar o
fosfato ligado a outros grupos funcionais por meio da extrusao de acidos organicos. A
redugdo do pH do meio atua como um agente quelante dos elementos que
acompanham o ion fosfato. O processo é mediado por duas enzimas: a glicose
desidrogenase e a acido glucénico desidrogenase. A glicose € oxidada a acido
glucénico, pela glicose desidrogenase, e posteriormente a enzima acido glucénico
desidrogenase oxida o acido glucdnico a acido 2-cetoglucdnico. Isso faz com que o
pH entorno da colbnia seja reduzido e os prétons de H* liberados solubilizem os ions
fosfatados (CHAGAS et al., 2010). Estima-se que apenas uma pequena por¢ao de
RPCP sejam capazes de realizar esse mecanismo. Aproximadamente apenas 20%
das bactérias do solo solubilizariam fosfatos de forma eficiente (SOLANKI; KUNDU;
NEHRA, 2018).

Areas de produgdo agricola estaveis e ricas em nutrientes, como viticolas,
induzem mudangas no genoma bacteriano. Tais condigdes ambientais provocam a
redugcao do genoma, por perda de genes, ocasionando a emergéncia populacional de
linhagens auxotroéficas. A perda de genes pode ocorrer em virtude de duas situagoes:
(1) suficiéncia do metabdlito no ambiente para o crescimento microbiano ou (2) a
necessidade especifica microbiana pelo metabdlito. Evolutivamente, a perda genes é
considerada como um processo benéfico, pois favorece condicionamento focal em
funcdes especificas (D’'SOUZA et al., 2014). Tais fatos justificam a baixa ocorréncia
de Solubilizadores de fosfatos em areas de viticultura no VSF. Devido ao
estabelecimento do cultivo de uvas, as condi¢des de disponibilidade de nutrientes
naturais foram alteradas e o nivel de P disponivel atualmente é elevado (FREITAS,
2019).

As RPCP indicadas como RSF foram submetidas a quantificacdo da
solubilizacdo de fosfato de calcio em meio NBRIP liquido. Apesar de distintos IS, a
quantificacdo revelou um padrao similar de solubilizagdo entre os isolados. Além
disso, a quantificacdo permitiu a visualizagdo do comportamento da curva de
solubilizagcado entre os isolados. Apos a inoculagao, até 72h depois, ocorre o pico de
disponibilidade do fosforo antes ligado ao calcio. Apds as 72h os isolados apresentam

reducao na disponibilidade.
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O grafico do comportamento da capacidade solubilizagdo mostrou
comportamento similar a curva de crescimento bacteriano. Durante as primeiras 24h
os isolados crescem e se multiplicam até 72h. Com isso, ocorre 0 aumento da
disponibilidade de P nessa faixa de tempo. Apds 96h de incubagao o nivel de P decai
significativamente. Isso indica que a fase de crescimento € concomitante com a
solubilizagao e que o P disponibilizado pode ser utilizado por essas bactérias para sua
multiplicacdo. Apds as 96h, decaindo a concentracido de P, ocorre a reducao
populacional e, possivelmente, a liberagdo de compostos potencialmente toxicos.

Apesar das variagbes graficamente visiveis, ndo foram verificadas diferengas
significativas entre a quantidade de fésforo disponibilizado pelas rizobactérias. Apenas
entre o tempo de incubacido e o fésforo liberado apds as 72h. A capacidade de
solubilizacao de fosfato avaliada por quantificacao de P disponivel em meio consta na

Figura 11.

Figura 10. Quantificagdo da solubilizagdo de fosfato de calcio dos isolados
bacterianos que exibiram resultado positivo para esse teste nos estudos de
caracterizacao de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas a partir
da rizosfera de videiras no semiarido pernambucano.
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Os ensaios de solubilizacdo de fosfato também foram realizados para
solubilizacao de fosfato de aluminio. Teoricamente a enzima responsavel pela quebra
da ligacdo do grupamento fosfato com outros cations seria a mesma, a glicose-
desidrogenase e a acido-glucdnico desidrogenase. Contudo, os ensaios realizados
em laboratério verificaram a inexisténcia da formacao de halo de solubilizagdo em
meio de cultura. Tais resultados j& foram observados em outros estudos (DE ARAUJO,
2019). Possivelmente, isso seria um indicativo de que a enzima responsavel por
solubilizar fosfato de calcio seja ineficiente na solubilizacdo de fosfato de aluminio.
Isso pode estar atrelado a ligagao trivalente que o aluminio pode realizar com
grupamento fosfato e sua estabilidade quimica. Assim apesar da capacidade de
extrusdo acida, nem todos os tipos de elementos ligados ao fosfato s&o capazes de

ser solubilizados por bactérias.

4.4 Fixagao Biolégica de Nitrogénio

O indicativo da capacidade de realizar FBN foi observado em 53 isolados,
dentre os 423 (12,52%). Apesar de ndo ser um meétodo acurado, a formagédo de
pelicula é um indicativo da realizacdo da FBN. Isso € devido ao mecanismo de
protegao do sitio enzimatico de conversao, a nitrogenase. Por se tratar de um sitio
reducional, uma das formas de protecéo € a concentracao celular e o deslocamento
da col6énia para a por¢cao central no meio de cultura formando uma pelicula
(DILWOTH, 1974).

Os isolados que apresentaram resultado positivo para fixacdo biolégica de
nitrogénio foram submetidos a amplificacao do fragmento genético responsavel pela
codificagdo para enzima nitrogenase, o gene nifH, para autenticacdo. Apos o
procedimento verificou-se que apenas dois isolados possuiam o gene nifH, 7.18 e
9.04. Com isso, o percentual de bactérias capazes de realizar a FBN foi reduzido de
12,52% para 0,47% (Figura 12).
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 1% com os produtos de PCR da
amplificagdo do gene nifH das RPCPs que apresentaram resultado positivo em teste
de formacao de pelicula em meio JNFB para caracterizagdo de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas isoladas a partir da rizosfera de videiras no
semiarido pernambucano
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O baixo percentual de RPCP (0,47%) capazes de realizar FBN pode ser
atribuido a forte pressao de selecao realizada por anos de adicao de N mineral, pois
altas concentracdes de N inibem a FBN (ELKOCA; KANTAR; SAHIN, 2007). O
procedimento de adubacido mineral € bastante comum na viticultura, pois para a
inducao de formagao das gemas de brotagdo apds o periodo de pousio € preciso o
estimulo nitrogenado. Ao longo do cultivo outras etapas de adubagdo mineral sdo
realizadas de forma fracionada. Isso faz com que as perdas por processos como a
desnitrificagdo sejam reduzidas e, consequentemente, o nitrogénio aplicado seja
utilizado pela planta de forma mais eficiente pelas plantas (YU; ZHAO; JIA, 2016).

Contudo, o longo tempo de aplicagao nitrogenada por diferentes fontes e de
forma recorrente conduz a perda funcional da fixagcao biolégica do nitrogénio. Com
isso, bactérias podem ter perdido a capacidade de expressao genética, ou ainda o
gene, responsavel por esse fendmeno em fungao da supressao causada por adigdes
de N mineral por diferentes fontes e outros agroquimicos (PEREG et al., 2018).

Outro fator que pode influenciar diretamente na ocorréncia de comunidades
microbianas € a aplicagdo de pesticidas. Cultivos convencionais geralmente
empregam altas taxas de aplicagdo de pesticidas para controlar populagdes de
individuos patogénicos. Sistemas de cultivo convencional de longa duracdo podem
provocar a selecdo de micro-organismos resistentes. Tais condi¢des atreladas a alta

taxa de aplicagdo de fertilizantes podem desencadear o favorecimento de
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comunidades alheias a FBN, porém resistentes. Com isso, mutagdes genéticas
podem ser geradas suprimindo alguns genes, como os que codificam para FBN por
exemplo, e favorecendo aquisigdo de novos genes principalmente relacionados a
quebra de moléculas de pesticidas (WOLEJKO et al., 2020).

Como ja mencionado, cultivos de longo periodo podem conduzir a mudangas
nas comunidades microbianas do solo (KERTESZ; NAGY; BALAZS, 2019). Tais
mudancas podem ocorrer desde o nivel estrutural, quantitativo, ou ainda no ambito
funcional (GEISSELER; SCOW, 2014). A perda de fungbes ecoldgicas do solo esta
relacionada com perda de biodiversidade (TORSVIK; @VREAS, 2002; MARIN et al.,
2017). Assim, mudancgas no uso da terra nas areas do Vale do Sao Francisco podem
ter provocado perda de grupos funcionais de bactérias fixadoras de nitrogénio

cultivaveis em virtude da alta taxa de aplicagao de fertilizantes e pesticidas.

4.5 Sintese de AIA

Analise da sintese de AlA revelou que apenas 5,7% dos isolados eram capazes
de realizar este mecanismo. A média de produgéo entre os isolados foi de 190,96 uM.
A RPCP com menor capacidade de sintese de AIA teve producdo estimada de
70,78 uM. Entre os isolados que mais produziram AlA estdo: 5.35, 5.42, 5.37 e 3.29.
A RPCP 5.35 teve uma estimativa de produgao de 688,78 uM; a 5.42 com 554,50 uM,
5.37 com 532,40 uM e a 3.29 com 335,95 uM. A capacidade de sintese de AlA por
esses isolados ¢é alta, até mesmo para os isolados com menores valores (Figuras 13
e 14).

Para a construcéo da curva de calibragao foi utilizado AIA sintético comercial.
A equacéao foi construida a partir da regressao linear calculada entre o cruzamento de
leituras em absorbancia e a concentracao de AlA sintético comercial. O valor do R2 de

0,9991 indica que o0 modelo de regressao € adequado para aplicagao.
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Figura 12. Estimativa da sintese de AIA pelas RPCP associadas a rizosfera de
videiras, inseridas no VSF
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A equacgado construida a partir da regressao linear calculada entre o cruzamento de leituras em
absorbancia e a concentracdo de AIA sintético comercial foi utilizada para interpolar os valores de
absorbancia dos isolados. As letras em maiusculo no topo de cada barra do grafico indicam a diferencga
estatistica entre a capacidade de sintese de AIA entre os isolados pelo teste de Tukey (0,05).

Andreolli et al. (2016) também analisaram a producao de AIA de isolados
bacterianos associados a rizosfera de videiras. Em seus estudos, os pesquisadores
também relatam a ocorréncia de comunidades bacterianas com alta capacidade de
sintese de AlA. Entre os géneros de RPCP produtoras de AlIA associadas a rizosfera
de videiras estavam: Rhizobium, Pseudoxanthomonas e Brevundimonas. Contudo, os
maiores indices de produg¢do do fitormdnio foram atribuidos ao género Rhizobium
(mais de 20 ug ml"). As estimativas de sintese de AIA pelo presente estudo foram
significativamente maiores que a desses autores. Apenas o isolado 5.35 seria capaz
de sintetizar 60 vezes mais AlA que o melhor resultado dos autores (1206 ug ml-').

Horménios vegetais sdo agrupados em cinco classes: auxinas, giberelinas,
citocininas, acido abscisico e etileno. As auxinas sido consideradas hormonios
essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Elas s&o responsaveis
pelo processo de ciclo celular e elongagao de células da raiz e de meristemas apicais.

Além disso, auxinas estao relacionadas com o processo de desenvolvimento dos
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sistemas vasculares dos vegetais (BASU; RABARA; NEGI, 2017). Apesar da baixa
ocorréncia de bactérias sintetizadoras desse horménio, é possivel que a rizosfera de
videiras abrigue outros grupos de micro-organismos sintetizadores de AlA, contudo
nao cultivaveis.

A alta producao de auxina (AlA) encontrada se relaciona com a seletividade
imposta pelo sistema radicular. O cultivo de videiras necessita de estimulos hormonais
elevados durante todo ciclo para que haja a formagéo de folhas, flores e frutos dentro
da janela de tempo esperada. Corso et al (2016) analisaram a expressdo de genes
relacionados a producao de auxinas em videiras e verificaram expressoes diferenciais
por parte vegetal, bem como acumulacéo de AIA em particbes da videira. Os autores
relatam ainda que a modulagéo da expressao para AlA pelo vegetal esta relacionada
com a fase de maturacao dos frutos. Nesse sentido, RPCPs sintetizadoras de AlA sao
capazes modular a capacidade de maturagao de frutos em videiras mediante indugao

hormonal.

4.6 Formacao de biofilme

A capacidade de producgao exopolissacarideos sob forma de biofilme também
foi avaliada. O percentual de ocorréncia foi de 11,27% entre 423 isolados avaliados
(Figura 15). Entre os isolados que foram capazes de realizar esse mecanismo, apenas
2,2% apresentaram forte expressao visual da capacidade de formacao de biofilme. As
bactérias com maior expressividade para formacao de biofilme foram: 5.05, 5.06 e
5.37. A quantificacdo da producao de biofilme nao pode ser estimada devido a falta
de instrumentacado adequada para seu cumprimento.

A capacidade de formagao de biofilme é um mecanismo indireto de promogao
de crescimento de plantas. Tal mecanismo estd associado a producdo de
exopolissacarideos por bactérias. Essa substancia além de conferir protecdo a
micro-organismos contra dessecagao também protege os tecidos vegetais, bem como
atua durante o processo de revestimento do tecido radicular para colonizagao por
outros grupos de promotores de crescimento. Além disso, a produgdo de
exopolissacarideos também auxilia na protecao vegetal contra estresses ambientais
como a salinidade (HALDAR; SENGUPTA, 2016).
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Figura 13. Porcdo de isolados bacterianos capazes de realizar producédo de
exopolissacarideos na forma de biofilme dos isolados bacterianos que exibiram
resultado positivo para esse teste nos estudos de caracterizagao de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas isoladas a partir da rizosfera de videiras no
semiarido pernambucano

I 39 % Ausente
[ 10 % Fraca
[ 1 % Moderada
[ 0,2 % Forte

A formacéo de biofilme também pode estar ligada a expressdes génicas em
resposta a flutuacées da densidade populacional. Com isso, é possivel que bactérias
formadoras de biofilme sejam capazes de realizar quorum sensing (QS). Tal via de
comunicagdo quimica entre bactérias € prevista em processos biolégicos como:
simbiose, competicao, producao de antibiéticos e motilidade em resposta ambiental.
Nesse sentido as substancias liberadas pelas bactérias para ocorréncia de QS pode
provocar respostas nas plantas. Embora ndo se saiba, a producao de biofilme por
estas RPCPs pode ter outras fungdes bioldgicas interligadas capazes de promover o
crescimento de plantas (MILLER; BASSLER, 2001).
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4.7 Antibiose direta a Xanthomonas campestris pv. viticola

A avaliagdo do mecanismo de antibiose direta a bactéria X. campestris pv.
viticola foi realizada para as RPCPs capazes de realizar ao menos um dos
mecanismos anteriormente testados. Apenas 17 isolados bacterianos foram capazes
de promover acao antibiose direta em meio de cultura.

Alguns isolados apresentaram baixo Percentual de Inibicdo de Crescimento
(PIC). A bactéria 13.13 apresentou o menor PIC (10,8%). A segunda menor
capacidade de antibiose foi do isolado 13.12 (39,2%). Os melhores PIC foram
verificados nos isolados 3.20 e 3.17, com 100% e 88,1% de inibigdo do crescimento
de X. campestris pv. viticola. Contudo, o isolado 3.20 mostrou um comportamento de
crescimento incomum. Os demais isolados apresentaram valores intermediarios de
antibiose entre 49,6% e 55,7% (Figuras 16 e 17).

Figura 14. Expressdo da inibicdo de crescimento microbiano de Xanthomonas
campestris pv. viticola avaliado, em meio de cultura TSA coinoculado com as RPCP
isoladas a partir da rizosfera de videiras, para estudos de caracterizagdo de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas associadas a rizosfera de videiras

no semiarido pernambucano
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Figura 15. Percentual de Inibicao de Crescimento (PIC) microbiano de Xanthomonas
campestris pv. viticola avaliado, em meio de cultura TSA coinoculado com RPCP
isolados a partir da rizosfera de videiras, para estudos de caracterizagdo de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas associadas a rizosfera de videiras
no semiarido pernambucano
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Diante dos resultados encontrados, € possivel dizer que a rizosfera de videiras
€ capaz de abrigar comunidades microbianas produtoras de substancias antibioticas.
Isolados com baixo Percentuais de Inibigdo do Crescimento microbiano podem ter a
sua sobrevivéncia associada as relagdes de neutralismo, baixa competitividade por
nutrientes ou ainda baixa produg¢ao de substancias antibiéticas na coexisténcia com o
patdogeno. Elevados percentuais de inibicdo do crescimento refletem vantagens
competitivas por nutrientes ou ainda elevada capacidade de liberagao de substancias
antagonistas ao crescimento do patégeno. Com isso, é possivel dizer que os isolados
3.20 e 3.17 se configuram como potenciais produtores de substancias antibioticas a
X. campestris pv. viticola.

O cancro bacteriano da videira é considerado como uma das doengas de maior
impacto na viticultura. Atualmente, na regido do Vale do S&o Francisco ela é
considerada praga quarentenaria A2. Infecgbes X. campestris pv. viticola podem
comprometer rapidamente areas de producgao, pois se trata de uma doenca sistémica
e de facil disseminagao o que dificulta seu controle (LIMA et al., 2017). Xantohomonas
€ suas subespécies possuem enzimas especializadas na inativacdo do sistema de
defesa vegetal como a tirosina fosfatase e outras que regulam para degradagao
celular (KAY; BONAS, 2009).



63

Atualmente, o manejo da doenga pode ser realizado por tratos culturais, uso de
variedades tolerantes ou controle quimico por aplicagao de bactericidas. Encontrar
alternativas biologicas capazes de promover a supressdo da doenga € um passo
necessario para o desenvolvimento da viticultura. Apesar de incipientes dados com
relagdo a antibiose promovida por esses isolados, a atividade antagonista promovida
por algumas RPCP do presente estudo sugerem potencial de produtores de
antibidticos associados a rizosfera de videiras. Nesse sentido, € importante
desenvolver trabalhos mais aprofundados com relacéo a atividades de biocontrole de

fitopatégenos.

4.8 Especificagdes dos mecanismos por RPCP

As especificagdes quanto a realizacdo de mecanismos pelos isolados
bacterianos estao dispostas na Tabela 4. O agrupamento hierarquico de acordo com
a realizacdo dos mecanismos de promogao de crescimento pelas RPCP pode ser

verificado na Figura 18.
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Tabela 4 Especificacbes das RPCPs quanto a realizagdo de mecanismos de
promogao de crescimento de plantas por RPCPs associadas a rizosfera de videiras
no semiarido pernambucano

(Continua)

Mecanismos Diretos Mecanismos Indiretos

ID RPCP —
Sol. P-Ca (IS) Sol. P-Al  FBN AIA (uM) Biofilme ‘?Qf(':b[‘f,z;*

50,95

1.05 1,235+0,012 E - - -
1.06 1,174 £ 0,001 E - - -
1.07 - - - -
1.08 - - - -
1.11 - - - R
1.13 - - - 74,017 £ 0,673 |
1.16 - - - -
3.01 - - - -
3.02 - - - -
3.03 1,388 £ 0,013 DE - - -
3.05 - - - -
3.06 1,171 £ 0,001 E - - -
3.07 1,175+ 0,052 E - - -
3.14 1,651 + 0,001 BCDE - - -
3.15 1,336 + 0,006 DE - - -
3.17 - - - -
3.19 2,251 £ 0,521 B - - -
3.20 - - - -
3.21 - - - -
3.22 - - - -
3.23 - - - -
3.24 1,266 + 0,103 DE - - 191,701 + 56,357 DE
3.25 1,859+ 0,295 BCDE - - -
3.27 - - - -
3.28 1,624 + 0,353 CDE - - -
3.29 - - - 335,957 £ 3,751 C
5.02 - - - -
5.03 - - - 162,581 + 1,89 EFG
5.04 - - - -
5.05 - - - - +++ -
5.06 - - - - + .
5.09 - - - - + .
5.1 1,125+ 0,025 E - - - -
5.13 - - - - +
5.14 - - - - +
5.18 - - - - +
5.19 - - - - + .
+
+

T T T e S A S S 2 T
1 1 1 1

+ + + o+ o+
1

+ 4+ + + + 4
1

5.20 - - - -
5.21 - - - -
5.22 - - - 168,316 + 3,561 DEFG
5.24 - - - -
5.25 1,859+ 0,295 BCDE - - -
5.27 1,165+ 0,114 E - - -
5.28 - - - -
5.31 - - - -
5.33 - - - -

+ +
1

+ + +
1
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Tabela 1. Especificagbes das RPCPs quanto a realizagdo de mecanismos de
promogao de crescimento de plantas por RPCPs associadas a rizosfera de videiras

no semiarido pernambucano

(Conclusao)

5.35

5.36

5.37

5.38

5.41

5.42

7.05

7.06

7.07

7.18

7.19

9.04

9.08

9.17
11.01
11.06
11.12
11.17
13.12
13.13
13.17
13.21
13.25
15.01
15.02
15.03
15.05
15.19
17.02
17.04
17.07
17.08
17.23
23.03
23.12
23.14
25.02
25.10
25.12
25.15
25.18
27.09
27.17
31.14
33.02
33.09
33.13
35.17
35.18

1,168 + 0,122 E

1,203 + 0,082 E

1,324 £ 0,115 DE
1,302 £ 0,057 DE

1,553 £ 0,154 CDE
2,008 + 0,058 BC
1,146 £+ 0,023 E
1,563 + 0,151 CDE

1,194 + 0,035 E

1,131+ 0,023 E

1,059 £ 0,059 E
2,908 £ 0,211 A
1,261 £ 0,079 DE

2,051 £ 0,001 BC

1 + 1

+

688,786 + 56,157 A

532,402 + 9,599 B
233,521 +£15,723 D
554,496 + 18,584 B

91,838 £ 1,759 HI

77,915 £ 4,002 HI

106,282 + 1,076 GHI

84,983 + 2,514 HI

77,171 £ 1,245 HI

77,325 + 3,293 HI

74,342 £ 1,947 |

70,786 £ 1,129 |

119,385 £ 3,118 FGHI

182,256 + 2,273 DEF
146,726 + 14,563 EFGH
234,795+ 21,475 D

109,248 + 0,807 GHI
108,248 + 6,313 GHI
80,12 + 2,001 HI
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Figura 16. Agrupamento de acordo com as especificagdes das RPCPs quanto a
realizacdo de mecanismos de promocdo de crescimento de plantas por RPCPs

associadas a rizosfera de videiras no Semiarido pernambucano
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Na avaliagdo, verificou-se que existem isolados bacterianos com resultados
mais promissores para realizagdo de mecanismos especificos. Assim, poucos
isolados apresentaram a capacidade de realizacdo de mais de um mecanismo por
vez. Tal fato ndo exclui a ocorréncia da multiplicidade de mecanismos por alguns
isolados, indicando que RPCP associadas a rizosfera de videiras possuem maior

especificidade na realizagao de mecanismos do que multiplicidade.
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De acordo com tais resultados, foram selecionados os 15 isolados bacterianos
mais promissores na realizacdo de mecanismos levando em consideragédo: a
solubilizacdo de fosfato de calcio, solubilizagcdo de fosfato de aluminio, a realizagao
de fixagédo biolégica de nitrogénio, a produgédo de fitorménio (AlA), a formagéao de
biofilme e a capacidade de promoc¢ao de antibiose a X. campestris pv. viticola.

Diante dos aspectos considerados, os isolados bacterianos que obtiveram
melhores resultados foram: 1.05, 3.17, 3.19, 3.24, 3.29, 5.35, 5.37, 5.38, 5.41, 5.42,
13.12, 17.04, 27.09, 31.14 e 35.18.

4.9 Analise do sequenciamento do 16S rRNA

O sequenciamento genético do gene 16S rRNA das RPCPs selecionadas
revelou uma diversidade genética acentuada entre os géneros e espécies. Entre os
géneros predominantes ocorreram: Pseudomonas (20%), Stenotrophomonas
(13,33%), Bacillus (13,33%). Outros géneros também foram associados com as RPCP
selecionadas como: Pseudoxanthomonas, Clostridium, Leclercia, Lysinibacilus,
Kosakonia, Lueinomonas e Comamonas. Ademais, a RPCP de identificacdo 3.19 néo
obteve similaridade com nenhuma das sequéncias genéticas disponiveis no banco de
dados do BLAST (Tabela 5). Para efeitos de agrupamento e analise hierarquicas a
RPCP de numero 3.19 foi incluida na formacgéao do cluster com outgroups de E. coli e
Pantoea dispersa. Tais outgroups foram selecionados pois E. coli constitui um modelo
genético de bactéria conhecido e bem definido, enquanto Pantoea dispersa ja fora

relacionada com a rizosfera de videiras.



68

Tabela 5. Relacdo de RPCP e espécies relacionadas de acordo com a similaridade
genética de sequéncias do 16S rRNA no genbank do BLAST. As espécies foram
relacionadas de acordo com a cobertura do fragmento e seu percentual de identidade

IDRPCP  Similaridade no BLASTn 8;'33 Percent. Indt  Acess

1.05 Stenotrophomonas maltophilia 41% 96,38% NR 119220.1
3.17 Bacillus velezensis 62% 97,82% NR _075005.2
3.19 sem registro de similaridade - - -

3.24 Stenotrophomonas pavanii 81% 97,33% NR 116793.1
3.29 Pseudoxanthomonas jiangsuensis 71% 88,32% NR 132712.1
5.35 Pseudomonas entomophila 54% 90,66% NR 102854 .1
5.37 Clostridium hydrogeniformans 96% 93,91% NR 115712.1
5.38 Leclercia adecarboxylata 69% 97,69% NR 104933.1
5.41 Pseudomonas soli 96% 94,41% NR 134794.1
5.42 Pseudomonas taiwanensis 98% 94,33% NR 116172.1
13.12  Lysinibacillus mangiferihumi 99% 85,03% NR_118146.1
17.04 Bacillus cereus 74% 89,00% NR_074540.1
27.09 Kosakonia oryzendophytica 97% 84,62% NR 125586.1
31.14 Luteimonas arsenica 98% 87,12% NR 149301.1
35.18 Comamonas phosphati 98% 83,13% NR 1477781

Com excegdao da RPCP 3.19 que ndao mostrou similaridade com nenhuma
sequéncia genética presente no BLAST, todas as demais exibiram similaridade com
alguma bactéria previamente descrita. A RPCP de identificacdo 1.05 obteve 96,38%
de identidade com Stenotrophomonas maltophilia, apesar de ter cobertura de apenas
41%, o erro relacionado foi de zero. Com 97,82% de identidade, a RPCP de numero
3.17 foi relacionada com Bacillus velezensis. A RPCP 3.24 obteve 97,33% de
identidade com  Stenotrophomonas pavanii (query cover de 81%).
Pseudoxanthomonas jiangsuens foi relacionada com o isolado 3.29 com 88,32% de
identidade e 71% de cobertura. O isolado 5.35 teve 90,66% de similaridade com
Pseudomonas entomophila (cobertura de 54%). Clostridium hydrogeniformans teve
93,91% de similaridade com o isolado 5.37. Com 97,69% de identidade, o isolado 5.38
foi associado com Leclercia adecarboxylata. Pseudomonas soli e P. taiwanensis foram
associados com os isolados 5.41 e 5.42 com percentuais de identidade de 94,41% e
94,33%, respectivamente. Com 99% de cobertura e 85,03% de identidade, a RPCP
13.12 foi relacionada com Lysinibacillus mangiferihumi. O isolado 17.04 teve 89% de
identificacdo com Bacillus cereus. A rizobactéria 27.09 teve 84,62% de similaridade

com Kosakonia oryzendophytica. Luteimonas arsenica teve 98% de cobertura e
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87,12% de identidade com a RPCP 31.14. Comamonas phosphati teve 98% de
cobertura e 83,13% de identidade com a RPCP 35.18.

O alinhamento dos nucleotideos possibilitou a formagéo de grupos hierarquicos
de acordo com o emparelhamento das bases (Figura 19). Em ordem de similaridade
decrescente, foi possivel a formagao de quatro grandes grupos polifiléticos associados
a espécies bacterianas com sequéncias do 16S rRNA disponiveis no Genbank. O
primeiro grande grupo formado contém as RPCP 3.17, 17.04, 13.12, 5.37 e 35.18.
Tais RPCP foram associadas a distintos géneros e espécies de bactérias. Os isolados
3.17,17.04 e 13.12 foram pareados com o género Bacillus e Lysinbacilus. As espécies
combinadas com esse clado foram: B. velezensis, B. cereus e Lysinbacilus
mangiferihumi. A RPCP 5.37 foi agrupada com Clostridium hydorniformans, enquanto
o isolado 35.18 com Comamonas phosphati (100% de associagao pelo teste de
bootstrap).

O segundo grupo formado compreende a organizagdo das RPCP 31.14, 3.24,
3.29 e 1.05. Tais rizobactérias foram pareadas com um grupo adjacente constituido
de quatro espécies bacterianas: Luteimonas arsnica, Stenotrophomonas maltophilia,
S. pavanii e Pseudoxanthomonas jiangsuensis. Embora constituam um clado Unico,
nao houve expressao de comportamentos monofilético entre as RPCP isoladas e
espécies identificadas como similares do Genbank. As sequéncias entre as espécies
identificadas e RPCP isoladas compartilham até 70% de nucleotideos de acordo com
o teste de bootstrap.

As RPCP de numero 5.35, 542 e 5.41 foram relacionadas as espécies
Pseudomonas entomophila, P. soli e P. taiwanensis. Tais espécies compartilham até
97% de similaridade de seus nucleotideos com os isolados 5.42 e 5.41. Tal grupo foi
associado ao isolado 5.35 com 62% de compartilhamento genético dos nucleotideos
presentes do 16S rRNA.

As RPCP 5.38 e 3.19 nao foram relacionadas a nenhuma das espécies
indicadas de acordo com a cobertura e/ou percentual de identidade, bem como
nenhuma das demais inclusas na analise. Tal fato é devido a baixa relacao de
cobertura pelo isolado 5.38 com seu individuo mais proximo (Leclercia
adecarboxylata, 69%) e do isolado 3.19 n&o ser associado com nenhuma espécie.
Contudo, as sequéncias revelaram que 46% dos nucleotideos presentes em 5.38 e

3.19 possuem similaridade.



70

A RPCP 27.09 exibiu a formagdao monofilética. Um outgroup composto por
Escherichia coli, Pantoea dispersa, Kosakonia oryzendophytica e Leclercia
adecarboxylata foi associado a sua matriz genética do 16S rRNA. A analise do teste
de bootstrap revelou a ocorréncia de 88% de compartilhamento entre a RPCP e as
espécies constituintes do outgroup, sendo mais proxima filogeneticamente a Leclercia

adecarboxylata.
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Figura 17. Arvore filogenética (método Neighbor-Joining e Kimura) construida com

base em sequencias parciais do gene 16S rRNA de rizobactérias isoladas da rizosfera

de videiras do Vale do Sao Francisco.

1103 BIYOUBYIST | 65810 i

esJadsip eaoled | '/6/941 N
eonAydopuazAio eluoyesoy| | '9855Z1 MN
ejejixoqiedape e1213|237 | ge6v0L HN
6022

v
¥8

6L€

38

8€G

k1

1j0S SeuoWopNasd | p6LrEL HN - &

SISUSUBMIE] SBUOLLOPNASY | Z/19L 1 HN %€
2(IydoLojus SeUoWOopNasd -,vmmmo_.nmzl.r 6

v —te— [

66

GES
GOt =
62¢

L

vee

piie

sisuansbuell seuowoyuexopnasd | Z1/2eL 8N
nueAed seuowoydonousls | €6/011 MN

eiydoyew seuowoydonouals | 022641 MN

9L
66
BIjUSIE SEUOLLIINT | LOEGYL UN L

81se Al

neydsoyd seuowewon) '8/ /yL YN ———

LG ——— 0ot
sueunoyuabospAy wnipusold § ZLLGLE ¥N ————

ZLeL 5

- oL 0

e
nwnyuagBuew snjoequisi 1 'gy 1811 uN M_ _8F
SnaJad snjjideg | 0pSyL0 BN 56
SISUaZaaA snjideg 2600520 UN

66




72

O primeiro grande grupo, de maior similaridade genética com as RPCP
isoladas, contém espécies relacionadas ao género Bacillus. As RPCP 3.17, 17.04 e
13.12 foram relacionadas com as espécies: Bacillus velezensis, Bacillus cereus e
Lysinibacillus mangiferihumi. B. cereus €& uma espécie bacteriana com alta
similaridade genética com B. thuringiensis, o que indica a ocorréncia de uma possivel
evolucdo. Um grupo paralelo pertencente a outro género também aparece relacionado
a Bacillus, Lysinbacillus. Tais géneros, e espécies contidas, possuem capacidade de
realizacdo de mecanismos ligados a solubilizagédo de fosfatos por liberagédo de acidos
produzidos por diversos complexos enzimaticos relacionados a hidrolise do amido
(LIU et al., 2014). Além disso, ha relatos da promogao de crescimento de plantas por
Bacillus velezensis devido a producao de sideréforos (MATES; PONTES; HALFELD-
VIEIRA, 2019), bem como na atenuagao da ocorréncia de patégenos em silagens
(WAMBACAQ et al., 2018).

O segundo grande grupo filogenético associado as RPCP possui relagdes com
Stenotrophomonas maltophilia, uma bactéria que ocorre em diversos ambientes,
inclusive extremos, e possui afinidade associativa com plantas. Essa espécie de
bactéria é responsavel por cumprir fungdes ecossistémicas nos ciclos biogeoquimicos
do enxofre e nitrogénio (AN; BERG, 2018). O isolamento de S. maltophilia ja foi
verificado em outros estudos de caracterizacdo de RPCP associadas a espécies
vegetais diferentes de Vitis sp. Os resultados revelam que S. maltiphilia possui
capacidade antaglnica a outros micro-organismos e virus servindo de agente de
controle biolégico (ISLAM et al., 2016; LI et al.,, 2016). A capacidade antagOnica
associada a S. maltophila explica o PIC de 50,95% para X. campestris pv. viticola pela
RPCP 1.05. Apesar do percentual de cobertura e identidade genético, de acordo com
0 sequenciamento, estarem abaixo da suficiéncia para a relacao direta com a espécie
€ possivel que processos de recombinagdo genética sejam responsaveis pela
distdncia associativa com as RPCP. Andlises filogenéticas revelaram que a
emergéncia de grupos dos géneros Pseudoxanthomonas, Stenotrophomonas e
Luteimonas derivam do género Xanthomonas que durante o processo evolutivo sofreu
processos de perda e ganho de genes (RODRIGUEZ-R et al., 2012).

O penultimo grupo associado as RPCP incluiu bactérias do género
Pseudomonas. As espécies P. entomophila, P. soli e P. taiwanensis foram
relacionadas as RPCP de identificagdo 5.41, 542 e 5.35. Tais RPCP obtiveram

elevados indices de capacidade de promog¢ao do crescimento mediante a produgao
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de fitorménios do grupo auxina. Em um estudo realizado na india, pesquisadores
encontraram varias espécies de RPCP do género Pseudomonas associadas a
diferentes culturas. Avaliando a capacidade dos isolados promoverem o crescimento
de plantas foi verificado que tais cepas possuiam propriedades relacionadas a
producao de fitorménios de grupos variados como auxinas, giberelinas e citocininas.
Além disso, em condi¢des de estresse ambiental (restricdo hidrica), a capacidade de
realizacao de mecanismos foi potencializada indicando a viabilidade do uso dessas
espécies como promotores de crescimento vegetal (SANDHYA et al., 2010).

Um ultimo grupamento contendo duas RPCP (3.19 e 5.38) obteve baixa
afinidade com as espécies relacionadas no Genbank. Alguns fatores podem estar
associados a formagdo desse grupo como, por exemplo, o baixo percentual de
cobertura em virtude do fragmento disponivel no Genbank ser de tamanho maior ou
menor que sequéncia alinhada; a ocorréncia de gaps no processo de alinhamento de
identidades; a necessidade de exclusao de bases durante o processo de construgao
da arvore filogenética, ou ainda, a possiblidade de ocorréncia de uma espécie
bacteriana ainda ndo catalogada.

A cepa 27.09 foi agrupada junto a espécies do outgroup. Sua maior afinidade
genética foi relacionada a espécie Leclercia adecarboxylata. A capacidade de
solubilizacdo de fosfatos e promog¢dao do crescimento vegetal por Leclercia
adecarboxylata ja foi relatada (NAVEED et al., 2014). Contudo, o baixo percentual de
identidade (97,69%) e a baixa cobertura das sequéncias (69%) néo permitem relacdes
diretas entre o isolado 27.09 e a espécie indicada.

Diante das observagbes das RPCP obtidas, € possivel afirmar que existem
especies bacterianas com promissoras capacidades de desempenhar mecanismos
promotores do crescimento vegetal. As RPCP avaliadas pelo sequenciamento
genético do 16S rRNA demonstraram relacdo com espécies bacterianas ja
documentadas por sua capacidade de promogao de crescimento. Entretanto, n&o
existem relatos associados a ocorréncia de tais espécies em videira. O
sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu visualizar as afinidades dos grupos
taxondmicos das RPCP. Porém, algumas lacunas permanecem abertas em virtude de
possiveis Transferéncias Horizontais de Genes (THG), dele¢des ou aquisicdes que
causaram modificagbes na matriz genética de rizobactérias advindas da rizosfera de

videiras.
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A utilizagdo do RNA ribossémico para estudos de filogenia, em grande parte
dos casos, se configura como excelente marcador universal. Genes ribossomais,
como o 16S rRNA presente em procariotos, sao: onipresentes, tem funcéo
indispensavel para sintese de proteinas e estdo ligados a evolugao/conservagao das
especies. Tais caracteristicas os tornam excelentes marcadores universais para
andlises filogenéticas. Entretanto, podem ocorrer variagdes na sequéncia de
estruturas secundarias presentes nos ribossomos e assim a resolugao filogenética ser
insuficiente (WASHBURNE et al., 2018).

Um método alternativo comumente usado € a abordagem de Analise de
Sequéncias em Multilocus (MLSA). Esse método consiste no estudo da composi¢ao
das bases presente em genes housekeeping (genes constitutivos). Genes
constitutivos sdo responsaveis pela codificagado de proteinas relacionadas a fungdes
conservadas (GLAESER; KAMPFER, 2015). Em geral, a escolha dos genes deve
levar em consideragao sua singularidade no genoma e a ocorréncia generalizada. Os
principais genes estudados em MLSA s&o: os codificantes para DNA girasse ( gyr); a
subunidade B da RNA polimerase ( rpoB ); recombinase A ( recA ); a subunidade 3
da ATP sintase FOF1 ( atpD ) e chaperonina GroEL ( groEL ) (RONG; HUANG, 2014).

Nesse sentido, estudar a filogenia de genes constitutivos ( housekeeping )
codificantes para diferentes proteinas e que estejam presentes de forma geral em
procariotos, podem fornecer maiores informagdes acerca das RPCP avaliadas. Assim,
a abordagem de MLSA seria capaz de proporcionar melhores resultados quanto a

filogenia dos isolados do que apenas a analise baseada no 16S rRNA.
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5. CONCLUSOES

A rizosfera de videiras abriga comunidades de RPCP capazes de ser cultivadas
em meio de cultura. Contudo, a abundancia RPCP manipulaveis in vitro associadas a
videiras & baixa.

A especificidade de realizagdo de mecanismos € sobressalente a capacidade
de multiplicidade de mecanismos por RPCP associadas a videiras.

Estudos de prospeccado de micro-organismos promotores de crescimento
vegetal requerem grande dedicagao e elevado numero de amostras para obtengao de
resultados promissores.

O presente trabalho serve como indicativo de potencialidade do uso RPPC
como alternativa sustentavel para a viticultura no VSF. As RPCP isoladas pelo
presente estudo podem servir de base para futura produgao bioinoculantes.

Trabalhos subsequentes acerca de RPCP manipulaveis in vitro associadas a
videiras devem ser realizados a fim de verificar o efeito a nivel de planta em condicbes

de casa de vegetagao e campo.
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