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Variagdes na fixacdo de nitrogénio e nas comunidades de bactérias endofiticas em
genotipos de milho recomendados para cultivo em Pernambuco

RESUMO

O milho é o principal cereal produzido no Brasil e no mundo, sendo largamente utilizado
na alimentacdo humana e animal e na producdo de biocombustiveis. A fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) e a utilizagdo de processos mediados pelas comunidades endofiticas dessa
graminea sdo alternativas para maior disponibilizacdo de nutrientes e desenvolvimento de
mecanismos de promogédo de crescimento da planta, maiores produtividades e economia de
insumos dependentes de energia fossil. Por sua importancia social e econdmica, existe grande
disponibilidade de genodtipos de milho, recomendados para as diversas regides de cultivo. O
objetivo desse trabalho foi estimar a FBN e a composicdo qualitativa das comunidades de
bactérias endofiticas de genotipos de milho, identificados como os mais produtivos para as
condicdes do Nordeste brasileiro, cultivados em diferentes condi¢cdes edafoclimaticas. Foram
conduzidos trés experimentos em campo, sem utilizacdo de inoculantes bacterianos, em
Acraripina, Serra Talhada e Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Em Araripina e Serra Talhada
foram cultivados os genétipos BRS 4107, BRS 5026, BRS 4105, POTIGUAR,
COPACABANA, BR 5036, BR 5037, MUCURIPE, IPR 164 e BR 2121 QPM. Em Vitoria, 0s
genGtipos foram 1L.1411, 1P2224, DKB 390 PRO 2, 1F640, DKB 310 PRO 2, CMS 36, SAO
JOAO, BRS 3042, 1P2227 e 1M1804. Foram observadas diferencas significativas entre as
composicdes isotopicas de N das folhas do milho e as do N do solo disponivel para a cultura
(estimada por meio de duas abordagens diferentes) em duas areas experimentais. Esse resultado
demonstra que a técnica da abundancia natural do N pode indicar genétipos de milho com
maior potencial para se beneficiar da FBN, informacao util em programas de melhoramento
vegetal da cultura. Portanto, diferentes genotipos de milho recomendados para maior
produtividade para a regido Nordeste do Brasil absorvem N fixado por diazotréficos
naturalmente estabelecidos na rizosfera ou endofiticamente. Os genoétipos BR 5036 e BRS
4105, em Araripina, e DKB 310 PRO2 e 1F640, em Vitéria, apresentaram a maior proporgao
de N fixado. Entretanto, a capacidade de acumular N fixado dos genotipos testados em Serra
Talhada foi fortemente restringida pelas condi¢des edafocliméticas e estresse hidrico. As
comunidades de bactérias endofiticas de plantas de milho ndo inoculadas abrigam géneros com
relatos de apresentarem mecanismos de promog¢do de crescimento de plantas, como FBN,
producdo de fitohormdnios, supressdo de fitopatdgenos, tolerancia a fatores abidticos e
solubilizacdo de nutrientes. O gen6tipo do milho ndo teve influéncia significativa sobre a
composicdo do microbioma endofitico, porém o local de cultivo sim. As raizes apresentam
maior diversidade de bactérias endofiticas que os colmos, provavelmente devido aos compostos
excretados por ela. Os géneros de bactérias endofiticas de maior ocorréncia em raizes e colmos
de milho foram Leifsonia, Bacillus, Klebsiella e Streptomyces, seguidos porBradyhizobium,
Paenibacillus, Enterobacter e Sphingomonas, independentemente do gendtipo da planta ou das
condigdes edafocliméticas do local de cultivo. Pseudomonas, Acinetobacter, Geobacillus,
Enterococcus e Mycobacterium ocorreram em menores quantidades, sempre com maior
abundancia relativa nas raizes.

Palavras-chave: Zea mays L. Sistema fotossintético C4. Sequenciamento de nova geracéo.
Diversidade genética.



Variations in nitrogen fixation and endophytic bacterial communities in maize genotypes
recommended for cultivation in Pernambuco

ABSTRACT

Maize is the main cereal produced in Brazil and in the world, being widely used in
human and animal food and in the production of biofuels. Biological nitrogen fixation (BNF)
and the use of processes mediated by the endophytic communities of this grass are alternatives
to increase the availability of nutrients and to provide mechanisms to promote plant growth,
higher yields and economy of inputs dependent on fossil energy. Due to its social and economic
importance, there is a wide availability of maize genotypes, recommended for the different
growing regions. The objective of this work was to estimate the BNF and the qualitative
composition of endophytic bacteria communities of maize genotypes, identified as the most
productive in the Brazilian Northeast. Three field experiments were carried out without
bacterial inoculation, in Araripina, Serra Talhada and Vitéria de Santo Antdo municipalities,
Pernambuco state. In Araripina and Serra Talhada, the genotypes BRS 4107, BRS 5026, BRS
4105, POTIGUAR, COPACABANA, BR 5036, BR 5037, MUCURIPE, IPR 164 and BR 2121
QPM were cultivated. In Vitoria, the genotypes were 1L1411, 1P2224, DKB 390 PRO 2,
1F640, DKB 310 PRO 2, CMS 36, SAO JOAO, BRS 3042, 1P2227 and 1M1804. Significant
differences were observed between the isotopic compositions of N in the maize leaves and soil
available N (estimated using two different approaches) in two experimental areas. The
technique of natural abundance of °N can indicate maize genotypes with the greatest potential
to benefit from BNF, useful information in plant breeding programs for the crop. Different corn
genotypes recommended for higher productivity for the Northeast region of Brazil absorb N
fixed by diazotrophs naturally established in the rhizosphere or endophytically. The genotypes
BR 5036 and BRS 4105, in Araripina, and DKB 310 PRO2 and 1F640, in Vitéria, had the
highest proportion of fixed N. The ability to accumulate fixed N in Serra Talhada was restricted
by soil and climate conditions and water stress. The communities of endophytic bacteria of
uninoculated corn plants harbor genera which are reported to have mechanisms that promote
plant growth, such as FBN, production of phytohormones, suppression of phytopathogens,
tolerance to abiotic factors and solubilization of nutrients. The maize genotype had no
significant influence on the composition of the endophytic microbiome, but the place of
cultivation did. The roots have a greater diversity of endophytic bacteria than the stalks,
probably due to the compounds excreted by it. The genera of endophytic bacteria with the
highest occurrence in corn roots and stalks were Leifsonia, Bacillus, Klebsiella and
Streptomyces, followed by Bradyhizobium, Paenibacillus, Enterobacter and Sphingomonas,
regardless of the plant genotype or the soil and climate conditions. Pseudomonas,
Acinetobacter, Geobacillus, Enterococcus and Mycobacterium occurred in smaller amounts,
always with greater relative abundance in the roots.

Keywords: Zea mays L. C4 photosynthetic system. Next-generation sequencing. Genetical
diversity.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio (N) € um macronutriente que faz parte de varias estruturas das plantas e,
por isso, € um dos elementos mais limitantes para expressdo do potencial de producdo das
culturas em grande parte dos agroecossistemas. A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) € a
principal forma de disponibilizacdo do N atmosférico para as plantas e, por isso, é considerada
0 segundo processo mais importante da natureza, estando atrds somente da fotossintese. Esse
processo € realizado por micro-organismos (bactérias e arqueias) que apresentam genes que
codificam a enzima nitrogenase, capaz de promover a quebra da triplice ligacdo do N
atmosferico em condicdes de temperatura e pressdo ambiente. O resultado desse processo sdo
moléculas de aménia (NHs), que podem ser utilizadas por outros organismos, como as plantas.

As bactérias fixadoras de nitrogénio, ou diazotréficas, podem ser classificadas de acordo
com suas associa¢Ges com as plantas. No caso de gramineas, as bactérias diazotréficas séo
denominadas de associativas, pois necessitam de carboidratos da planta, necessarios ao
processo da FBN. Ao contrario do que ocorre na simbiose entre rizébios e leguminosas, na
associacao entre bactérias e gramineas ndo ocorre a formacao de estruturas especificas para a
realizacdo das trocas. As bactérias diazotroficas endofiticas colonizam o interior de tecidos
vegetais sem a formacao de estruturas especificas e sem causar sintomas de doencas. Elas estdo
presentes em todas as partes da planta, como raiz, caule, folhas, frutos, sementes e até no gréo
de pélen, e podem promover diversos beneficios, além da FBN, como solubilizacéo de fosfato,
supressao de fitopatdgenos, producédo de substancias promotoras do crescimento, dentre outros.

Gramineas de sistema fotossintético C4 apresentam alta eficiéncia fotossintética e de
utilizacdo de &gua, resultando em alto potencial de producao de biomassa. Além da importancia
na alimenta¢do humana e de animais, apresentam grande interesse para utilizacdo como culturas
energéticas e sdo matéria-prima para producao de etanol e outros biomateriais. Para a obtengao
de altas produtividades, essas culturas apresentam demandas altas por N. Em sistemas de
producdo com maior utilizacdo de insumos, 0 N é usualmente fornecido na forma de
fertilizantes nitrogenados, produzidos a partir do processo de Harber-Bosh. Como bem relatado
na literatura, a utilizag&o intensiva de fertilizantes resulta em grandes impactos ambientais, pela
emissdo de gases causadores do efeito estufa durante a producéo e por processos de perdas
quando aplicados ao solo, que resultam, também, em baixa eficiéncia de utilizacdo pelas
plantas. Outro ponto relevante é que o custo elevado para a obtencdo de insumos, limita a
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados por pequenos produtores, ficando as culturas

dependentes da mineralizacdo da matéria orgénica do solo (MOS) ou do processo de FBN.
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A possibilidade de producao de grande quantidade de biomassa com utilizacdo minima
de fertilizantes nitrogenados, dependentes de energia fossil para sua fabricacdo, realca a
importancia da FBN atmosférico em gramineas tropicais, que apresentam associacdes com
bactérias diazotroficas, que colonizam a superficie ou o interior dos seus tecidos.

Na literatura, sdo bastante relatados os efeitos benéficos da associagdo entre o milho
com bactérias endofiticas, principalmente dos géneros Azospirillum (ou Nitrospirillum),
Herbaspirillum, Gluconacetobacter e Burkholderia, tanto para o fornecimento de N por meio
da FBN, guanto por outros efeitos benéficos, como solubilizacdo de fosfato, supressdo de
fitopatdgenos, aumento da tolerancia a estresses abidticos, e producao de fitohormonios, dentre
outros. Apesar desta vasta literatura, ainda ndo esta estabelecido se, e em que extensdo, as
gramineas se beneficiam do N fixado pelos diazotréficos endofiticos ou se os beneficios séo
devidos a producdo de &cido indol-3-acético (AIA) e outras substancias promotoras de
crescimento que, comprovadamente, provocam alteragdes morfologicas na raiz (como o
aumento das raizes laterais e dos pelos radiculares), aumentando a absorcdo de nutrientes.

E fato que as plantas se beneficiam de muitas fungdes de seus microbiomas especificos,
que véo além da FBN. Além dos efeitos dos genotipos das plantas sobre seu microbioma, outros
fatores bidticos e abioticos afetam diretamente a microbiota das plantas e a composicéo de
qualquer 6rgéo vegetal, tanto acima quanto abaixo do nivel do solo.

Uma alternativa biotecnoldgica para aumentar a produtividade e aliviar estresses
bidticos e abiodticos em cultivos € a inoculagcdo das plantas com Bactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas (BPCP), capazes de promover efeitos positivos de crescimento na
planta. No entanto, a microbiota naturalmente associada as plantas desempenha papel
importante no estabelecimento de bactérias inoculadas. Assim, para o sucesso da inoculacao é
importante o estudo aprofundado da composicao total e funcional do microbioma, de suas
variacOes de acordo com fatores bioticos e abidticos e de suas respostas a diferentes praticas de

manejo.

1.1 Hipdteses

A contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio para a nutricdo do milho é variavel
de acordo com o geno6tipo da planta e com as condigdes edafoclimaticas de cultivo.

As comunidades de bactérias endofiticas das raizes e colmos do milho s&o diferentes e

afetadas pelo genotipo e pelas condic¢des edafocliméticas de cultivo.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral
Estimar a contribuicdo da FBN e a composicdo das comunidades de bactérias endofiticas
naturalmente estabelecidas em tecidos de milho cultivado em diferentes condicdes

edafoclimaticas e de manejo no estado de Pernambuco.

1.2.2 Objetivos especificos
Estimar, por meio da técnica da abundancia natural do °N, o efeito de diferentes
condigdes edafoclimaticas e de cultivo sobre a contribuicdo da FBN para diferentes gendétipos
de milho identificados como os mais produtivos para as condi¢es do Nordeste do Brasil.
Estimar variacOes qualitativas (diversidade, classificacdo de unidades taxondmicas
operacionais e identificacdo de géneros de maior ocorréncia) do bacterioma endofitico de raiz
e colmo entre diferentes gendtipos e condi¢bes edafoclimaticas do cultivo de milho na regido

semiéarida do Brasil, por meio de analise metagendmica do gene 16S rRNA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) e a inoculagdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) em gramineas

O nitrogénio (N) é o elemento mais abundante da atmosfera, no entanto, esta em uma
forma indisponivel para a maioria dos organismos. E o quarto elemento mais abundante nas
plantas, ficando atras somente do carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O). E componente
essencial na constituicdo de aminoéacidos, proteinas (representando 18% do peso), bases
nitrogenadas, &cidos nucléicos, hormonios e clorofilas, entre outros (SANTOS et al., 2008). No
solo, ele estd ligado principalmente & matéria organica (MO), ficando a sua liberagédo
condicionada aos processos de decomposi¢do (FREITAS et al., 2015b). Assim, somente uma
pequena fracdo esta disponivel nas formas i6nicas de amonio (NH4") e nitrato (NO3s), que sdo
normalmente absorvidas pelas plantas.

O nitrogénio atmosférico (N2) inerte pode ser disponibilizado em formas assimilaveis
pela maioria dos organismos atraves de trés processos; a fixacdo espontanea, a fixacao industrial
e a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). A fixacdo espontanea € realizada por descargas
elétricas, que liberam grande quantidade de energia, suficiente para quebrar a triplice ligacdo
da molécula de N2. A fixacdo industrial se da pelo processo conhecido como Haber-Bosch, no
qual o N2 e 0 H> gasosos reagem, na presenca de um catalisador a base de ferro (Fe), tendo
como produto final a aménia (KYRIAKOU et al., 2019). Para esse processo, é necessaria
grande quantidade de energia (27,2 GJ) e pressdo (10-15 MPa), que sdo alcangadas com a
queima de combustiveis fdosseis, 0 que caracteriza um processo extremamente poluente,
liberando cerca de 1,6% do total das emiss6es globais de CO (L1U, 2014; KYRIAKOU et al.,
2019). No entanto, atualmente, é gracas a esse processo que a agricultura consegue o N
necessario para manter altas produtividades de alimentos, capazes de atender a demanda da
populacdo mundial.

A FBN é um processo natural realizado por organismos (bactérias e arqueias) que
apresentam na sua estrutura a enzima nitrogenase, capaz de promover a quebra da triplice
ligacdo ente os atomos de N2 da atmosfera em condig¢Oes de temperatura e pressdao ambiente,
utilizando como fonte de energia a adenosina trifosfato (ATP) proveniente de processos foto e
quimiossintéticos, ou obtidos a partir de carboidratos (provenientes da fermentacdo ou
respiracdo) (SANTOS et al., 2008). O produto desse processo € NHsz, uma forma de N
assimilavel pelas plantas. A FBN é uma fonte ndo poluente de N, melhorando a producéo

agricola e reduzindo o uso de fertilizantes quimicos. Grande parte do N presente nos
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ecossistemas terrestres e aquaticos € oriunda desse processo, com a participacdo expressiva de
comunidades diazotréficas atuando como principal entrada de N em ambientes naturais e
agricolas que néo utilizam fertilizantes nitrogenados (FREITAS et al., 2015a).

Bactérias endofiticas sdo definidas como aquelas que habitam o interior de 6rgédos e
tecidos de plantas sem causar danos, ndo expressando sinais externos ou estruturas visiveis,
podendo estar presentes em raizes, caules, folhas, flores e frutos (RYAN et al., 2008;
ASSUMPCAO et al., 2009; COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010). Essas bactérias
podem ser diazotroficas (capazes de realizar a FBN) e também podem promover o crescimento
vegetal, pela producdo de substancias promotoras do crescimento (ex. acido indol-3-acético),
solubilizar fosfatos inorganicos ou promover efeito antagbnico contra fitopatdgenos
(MOREIRA et al., 2010; ANDRADE et al., 2014; ULLAH et al., 2017). As bactérias que
promovem o0 crescimento de vegetais sdo conhecidas como bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP). Diversas espécies diazotroficas, principalmente dos géneros
Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter e Burkholderia, ja foram identificadas
colonizando o interior das raizes de sorgo (COELHO et al. 2009; LUNA et al. 2010), milho
(MONTANEZ et al. 2009), e capim elefante (VIDEIRA et al. 2012), dentre outas gramineas
tropicais.

Bactérias pertencentes ao género Azospirillum (MOREIRA et al., 2010), ja fazem parte
da composicdo de inoculantes de milho bastante difundidos no Brasil, e atuam na FBN, no
estimulo ao aumento da densidade e comprimento dos pelos absorventes das raizes,
incrementos na velocidade de aparecimento de raizes laterais e do volume de superficie
radicular, alteracdo da respiracdo das raizes e das atividades de enzimas da via glicolitica e do
ciclo dos &cidos tricarboxilicos, producédo de nitritos, aumento na absor¢do de nutrientes, além
do aumento da produtividade (GLICK, 2012; FARIA et al., 2013; ANDRADE et al., 2014;
ANDRADE et al., 2016; SANTOYO et al., 2016; PICAZEVICZ; KUSDRA; MORENO, 2017;
WALITANG et al., 2017).

Galindo et al. (2019), ao avaliarem os efeitos da inoculagdo de A. brasilense em
sementes de milho com diferentes doses e fontes de N, observaram o aumentou no indice de
clorofila folear, diametro do caule, comprimento da espiga e eficiéncia de uso de nitrogénio,
com reflexos positivos na produtividade de graos, independente da fonte de N utilizada. Lana
et al. (2012), ao avaliarem a resposta a inoculacdo com A. brasilense associada a adubacgao
nitrogenada na cultura do milho, observaram que os tratamentos que foram inoculados com a

bactéria sem adicdo de N proporcionaram incrementos na produtividade de 15,4 e 7,4%, em
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dois ciclos consecutivos. Marini et al. (2015) também observaram incrementos no crescimento
e na produtividade em dois gendtipos de milho inoculados com A. brasilense.

Apesar de existir uma vasta literatura comprovando a ocorréncia de bactérias endofiticas
diazotréficas em gramineas tropicais de sistema fotossintético C4 (COELHO et al., 2009;
MONTANEZ et al., 2009; LUNA et al., 2010, VIDEIRA et al., 2012), ainda ndo esta
estabelecido se, e em que extensdo, essas espécies se beneficiam do N fixado pela atividade
desses micro-organismos ou se 0s beneficios sdo devidos a producdo de &cido indol-3-acético
(AlA) e outras substancias promotoras de crescimento que, comprovadamente, provocam
alteracGes morfoldgicas na raiz (como o aumento das raizes laterais e dos pelos radiculares),
aumentando a absorcdo de nutrientes (VIDEIRA et al., 2012; BENEDUZI et al., 2013).

A microbiota na proximidade das raizes das plantas é fortemente influenciada pelos
exsudados e estes, por sua vez, diferem em composicao de acordo com a espécie, gendtipo e
idade da planta, assim como com o tipo e fertilidade do solo, além de estresses bioticos ou
abioticos (SANTI et al., 2013). Em regides aridas e semiaridas do Ird, Abadi et al. (2020)
constataram que aproximadamente 32% das bactérias epifiticas isoladas da filosfera do milho
foram identificados como diazotrdficas, pela capacidade de crescer em meio Rennie e pela
deteccdo de seu gene nifH, com predominancia dos filos Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes.

Além da selecdo e identificacdo de bactérias promissoras na promocao de crescimento
de plantas, também estdo sendo desenvolvidos diversos estudos de engenharia genética, com o
intuito de aumentar a disponibilizacdo de N através da FBN em plantas ndo-leguminosas. Uma
delas é a alteracdo genética de plantas com a introducéo de genes especificos, como o gene Nif,
para as proprias plantas realizarem a FBN com a producdo de enzimas do complexo da
nitrogenase dentro de cloroplastos ou mitocondrias (PANKIEVICZ et al., 2019; BLOCH et al.,
2020; BOUJENNA; DEL MORAL, 2021), ou o gene Nod, para o desenvolvimento de nédulos
(ambiente propicio para a manutencdo da nitrogenase) (PRIYADARSHINI et al., 2021). Uma
outra via de estudos é a chamada “simbiose sintética”, que envolve a manipulacdo de ambos 0s
parceiros (planta e bactéria) para trocar sinais apropriados entre eles e estabelecer uma
colonizacdo e FBN bem-sucedidas. Nessa abordagem, é realizada a alteracao genética da planta
para que ela produza uma fonte de carbono especializada que aumenta a competitividade de
micro-organismos fixadores de nitrogénio recentemente introduzidos na rizosfera (MUS et al.,
2016; ROSENBLUETH et al., 2018).


https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0981942821004769?via%3Dihub#bib80
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2.2 Producéo de milho no Brasil e no Nordeste

O milho (Zea mays L.) é uma planta monocotileddnea pertencente a familia Poaceae,
com ciclo fotossintético C4. E o principal cereal produzido no Brasil e no mundo (USDA 2022).
O gréo é utilizado principalmente na alimentacdo humana e ragdo animal, e a biomassa da planta
pode ser utilizada na producgéo de silagem, também destinada para alimentacéo animal, além de
ser considerado uma cultura energética.

Segundo levantamento da CONAB (2021) a safra 2021/22 de milho no Brasil estava
estimada em 117,18 milhdes de toneladas, em uma area plantada de 20,9 milhdes de hectares,
com uma produtividade média estimada em 5.596 kg ha. Na regido nordeste do Brasil, a
estimativa de producdo de milho 2021/22 era de aproximadamente 8,7 milhdes de t, em uma
area de 2,8 milhdes de ha e produtividade média de 3.027 kg ha (CONAB 2021). No Brasil,
principalmente no Cerrado, o cultivo do milho é realizado em duas safras, sendo considerado
como cultura no periodo de maior precipitagdo pluviométrica, ¢ como “milho safrinha”, que
entra no campo logo apds a colheita da soja (CONAB, 2018), com a finalidade de aproveitar o
N fixado pela leguminosa, além de deixar palhada para protecdo do solo durante o periodo de
estiagem.

O N é o macronutriente que mais limita a producdo de milho (SILVA; SILVA;
LABADI, 2013). A principal fonte desse elemento na agricultura moderna séo os adubos
minerais, que sdo produzidos atraves do processo Haber-Bosch, que resulta em alto custo de
producdo, além de liberagdo de gases causadores de agravamento do efeito estufa. Uma
alternativa para a reducdo do consumo desses fertilizantes minerais e, consequentemente, a
reducdo dos custos da producéo agricola e dos impactos ambientais, é 0 uso de bactérias capazes
de realizar a FBN em associacdo com as plantas. Na cultura do milho diversas bactérias podem
realizar essa associacao e, a partir disso, promoverem a disponibilizacdo de N, além de outros
beneficios. No mercado brasileiro alguns inoculantes ja estdo disponiveis para os produtores, e
a principal estirpe utilizada na sua composicdo é o A. brasiliense. Essa bactéria tem apresentado
boas taxas de fornecimento de N, além da liberacdo de fitohorménios, que promovem maior
desenvolvimento do sistema radicular, o que resulta em aumento de absor¢do de agua e
nutrientes (BOMFIM et al., 2020). A inoculacdo pode, ainda, conferir maior resisténcia a
estresses como salinidade e seca, além de resultar em plantas mais vigorosas e produtivas
(ABEDINZADEH; ETESAMI; ALIKHANI, 2018; WARRAD et al., 2020; KUSALE et al.,

2021). Além disso, essas bactérias promovem a solubilizacdo de fosfato, resultando em
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economia na aquisicdo de fertilizantes fosfatados e proporcionando ganhos para o agricultor
(HUNGRIA, 2011).

Szilagyi-Zecchun, Marriel e Silva (2017) verificaram que a produtividade do milho
inoculado com A. brasiliense e 50% da dose recomendada de N igualou-se aos valores obtidos
nos tratamentos que continham 100% da dose recomendada de N. J& Rockenbach et al. (2017),
ao avaliarem um hibrido de milho com N mineral e outro com a inoculacédo de A. brasiliense,
nédo verificaram diferenca entre as produtividades dos tratamentos, demonstrando a variacdo

entre gendtipos e condi¢Ges ambientais sobre as respostas a inocula¢do do milho.

2.3 Técnicas isotopicas para estudos do ciclo do N e da FBN

A origem do N absorvido pelas plantas pode ser determinada por meio do uso de
técnicas isotdpicas, seja por meio de marcacao artificial ou por variagdes da abundancia natural
do ®N. Na técnica da marcagdo artificial um isotopo € artificialmente enriquecido através de
técnicas industriais, o que torna a técnica onerosa. Quando se utiliza a abundancia natural do
isétopo, técnica baseada no fracionamento (discriminacdo) que determinados is6topos sofrem
conforme o elemento se move atraves dos diversos compartimentos de um ecossistema
(MARTINELLI et al., 2009), os custos podem ser menores.

O N da atmosfera é tido como referéncia para estudos da dindmica do N por nédo
apresentar variagdo na sua composicdo (99,6337% de atomos de *N e 0,3663% de atomos de
®N) (MARTINELLI et al., 2009). Devido as pequenas discriminacdes sofridas pelo isétopo
mais pesado durante os processos que o N sofre no sistema solo-planta-atmosfera
(mineralizacdo, imobilizacdo, nitrificacdo, desnitrificacdo, processos de perdas e FBN) é
possivel se observar pequenas variacdes nas concentragdes dos is6topos, tornando o N mais
enriquecido no solo e nas plantas do que na atmosfera (SHEARER; KOHL; CHIEN, 1978;
MARIOTTI et al., 1982).

As plantas que fazem uso do N originado da FBN tornam-se empobrecidas no &tomo de
15N, ao contréario das que fazem uso exclusivo do N disponivel no solo (SCHULTZ et al., 2016).
No solo, a maior parte dos processos que resultam na perda de N (nitrificacdo, volatilizacédo de
amonia e desnitrificacdo) discriminam o °N, o que resulta em maiores perdas de produtos
enriquecidos em N, levando ao enriquecimento do is6topo mais pesado no ecossistema
(HANDLEY; SCRIMGEOUR, 1997).

Entre as gramineas tropicais, as tentativas de comprovacao da FBN através de técnicas
isotopicas sdo mais abundantes para a cana-de-agucar (Saccharum spp.), mas os resultados sao

variaveis, sugerindo forte influéncia de fatores ambientais e/ou do genotipo da planta. Por
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exemplo, alguns trabalhos demonstram que algumas variedades cultivadas no Brasil
(URQUIAGA et al., 2012; BAPTISTA et al., 2014) e no Uruguai (TAULE et al., 2011) podem
obter quantidades consideraveis de N atmosferico, mas na cana-de-agucar cultivada em outros
locais, como na Austrélia (BIGGS et al., 2002) e na Africa do Sul (HOEFSLOOT et al., 2005),
n&o foram encontradas evidéncias de FBN. Para outras gramineas, como milho (MONTANEZ
et al., 2009) e capim elefante (MORAIS et al., 2012) os relatos sdo escassos. Recentemente
alguns artigos foram publicados demonstrando FBN em sorgo (FERREIRA NETO et al., 2017;
de CARVALHO etal., 2017; SANTOS et al., 2017; BARROS et al. 2020,). Para esta graminea,
aparentemente, o desempenho de diferentes genétipos € fortemente influenciado pelas
condicdes abitticas (BARROS et al., 2020). Utilizando a técnica da abundancia natural, de
Carvalho et al. (2017), avaliaram a contribuicdo da FBN em gramineas C4, verificando uma
contribuicdo de 12,8 a 19,4% para a cana-de-agUcar, 22,4% para o milho, 20,9% para o capim-
guine (Panicum maximum Jacq) e 31,2% para o sorgo. Vale ressaltar que, uma limitacdo na
utilizacdo dessa técnica em gramineas é selecdo de uma planta referéncia considerada néo
fixadora (necessaria para a estimativa da FBN), que deve apresentar caracteristicas de
crescimento e anatomia semelhantes a da planta de interesse.

Alves et al. (2014) constataram que diferentes genétipos de milho hibrido (SHS5050 e
BRS4157), quando inoculados com a estirpe Herbaspirillum seropedicae ZAE94 e sob as
mesmas condi¢cdes de manejo, apresentam propor¢oes diferente de N derivado da atmosfera
(%Ndda). Nesse estudo, foram utilizados como plantas referencias 0s mesmos hibridos de
milho, no entanto, sem a inoculacdo prévia de uma estirpe selecionada, podendo os mesmos
serem colonizados por bactérias nativas do solo. Diante disso, é possivel inferir que as
contribuicdes para esses hibridos sdo maiores que o mostrado nesse estudo, pois os hibridos
nédo inoculados podem ter se beneficiado da FBN através das bactérias nativas.

No trabalho desenvolvido por Ke et al. (2019), ao avaliarem o efeito da inoculacéo da
bactéria Pseudomonas stutzeri A1501 em plantas de milho sob dois regimes hidricos (com e
sem irrigacdo) verificaram através da técnica da abundancia natural de N que,
aproximadamente 27,8% do N era advindo da FBN nas plantas conduzidas sob a condicédo de
irrigacdo, e 17,5% para aquelas plantas ndo irrigadas. J& no trabalho de Barros et al. (2020),
onde avaliaram as contribuicdes da FBN em diferentes genotipos de sorgo sem inoculacéo
prévia através da técnica da abundancia natural do °N, houve contribuicdes significativas para
os diferentes gendtipos, chegando a mais de 70% de N decorrente desse processo em alguns

genatipos.
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2.4 A analise metagendmica em estudos de comunidade microbianas

No passado, a classificacdo de bactérias era comumente realizada a partir de
caracteristicas morfoldgicas distintas (habitos de crescimento, coloragdo, formacdo ou ndo de
muco, dentre outros), por meio do cultivo em meios de culturas especificos e isolamento de
diferentes coldnias, estabelecendo-se uma identificacdo fenotipica dos micro-organismos.
Essas técnicas sdo relativamente baratas, com resultados Gteis em uma primeira triagem de
isolados, além de propiciarem a obtencéo de isolados com potencial biotecnologico. No entanto,
apresenta algumas limitacGes, como definir qual o meio de cultura ideal em que cada micro-
organismo cresce, 0 tempo que se leva para o crescimento das culturas, além do fato de que a
maioria dos micro-organismos ndo poder ser cultivada em laboratério.

Por definicdo, metagenémica € a analise genética direta de genomas contidos em uma
amostra ambiental (HANDELSMAN et al., 1998). Tal metodologia tem se desenvolvido
bastante com o surgimento de novas tecnologias de sequenciamento, chamados de “nova
geragao”, em que é possivel produzir um alto numero de informagfes com baixa taxa de erro.
Essas tecnologias permitem analise direta do DNA metagendmico, sem a necessidade de
amplificar o DNA total e clonar em vetores, diminuindo as taxas de erros (OULAS et al., 2015).
Com esses sequenciamentos em larga escala, € possivel determinar a prospeccdo de genes e as
suas funcdes, e podem ser baseados em duas abordagens: construcdo de biblioteca
metagendmica e sequenciamento direto do DNA metagenémico (WILSON; PIEL, 2013).

Na construcéo de bibliotecas metagenémicas, é necessario fazer o isolamento do DNA
metagendmico (necessario ser de alta qualidade) (GURGUI; PIEL, 2010; OUYANG et al.,
2010), e também pode ser feito o enriquecimento das células alvo (IKEDA et al., 2009) e a
construcao de vetores e clonagem em organismos modelo (como por exemplo Escherichia coli)
(WILSON; PIEL, 2013). Com a biblioteca construida, é feita a triagem das funcdes por meio
de screening funcional (ensaios bioquimicos/enzimaticos in vitro) (REYES-DUARTE;
FERRER; GARCIA-ARELLANO, 2012) ou por meio de homologia (PCR, por exemplo)
(WILSON; PIEL, 2013).

O sequenciamento direto do DNA metagenémico baseia-se na analise das sequéncias
por meio da bioinformatica (THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012), ou seja, ap0s a extracao
de DNA metagendmico, este é sequenciado em larga escala seguido de montagem das
sequéncias (KUNIN et al., 2008) e anotacao/predicacdo dos genes comparando-0s com bancos
de dados (MEYER et al., 2008). E recomendado que se restrinja o0 maximo possivel a extragio
ao DNA das celulas de interesse, ou seja, 0 passo de enriquecimento celular é aconselhavel

antes da extracdo e sequenciamento das moléculas de DNA (WILSON; PIEL, 2013).
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Liu et al. (2017), ao avaliarem 10 cepas de diazotroficos endofiticos isolados e
identificados a partir de plantas de trigo, arroz e milho, verificaram através do ensaio nifH-PCR
que esses diazotrdficos apresentavam capacidade positiva para a fixacdo de nitrogénio, e usando
a técnica de andlise de sequenciamento do rRNA 16S, foi possivel atribuir as 10 cepas
pertencentes a grupos conhecidos de bactérias fixadoras de nitrogénio, incluindo organismos
dos géneros Paenibacillus, Enterobacter, Klebsiella e Pantoea. Alibrandi et al. (2020), ao
investigarem a microbiota bacteriana endofitica em trés espécies de orquideas mediterraneas
(Neottia ovata, Serapias vomeracea e Spiranthes spiralis) em diferentes compartimentos
(raizes, caules, folhas e capsulas), por metabarcoding do gene 16S rRNA, obtiveram 1.930
unidades taxondmicas operacionais (UTQOs), sendo compostas principalmente Proteobactérias
e Actinobactérias, cujo modelo de distribui¢do indicou que o 6rgdo vegetal foi o principal
determinante da estrutura da comunidade bacteriana daquelas espécies, sendo observado uma
reducdo da riqueza e diversidade de espécies microbianas na parte aérea, indicando que a
comunidade bacteriana se adaptou para colonizar os 6rgdos das orquideas de forma seletiva e
sistémica.

No trabalho desenvolvido por Tian e Zhang (2017), onde avaliaram a diversidade e a
estrutura da comunidade de endofitos na haldfita Messerschmidia sibirical em diferentes
compartimentos da planta (raiz, caule e folha) a partir do sequenciamento da regido V5-V7 do
gene 16S rRNA bacteriano e usando a plataforma Illumina HiSeq, verificaram que a maior
riqueza e diversidade bacteriana estava presente na raiz quando comparada aos demais
compartimentos. Além disso, 0s autores observaram através da andlise da diversidade
microbiana a predominancia dos filos Proteobacteria e Actinobacteria, sendo os principais
géneros classificados como Pseudomonas, Bacillus, Sphingomonas, Streptomyces,
Microbacterium, Rhizobium e Nocardioideseram, sendo observado diferencas claras na
diversidade e estrutura da comunidade entre os diferentes compartimentos avaliados.

Dessa forma, fica evidenciada a importancia da FBN no processo na disponibilizagédo
de nitrogénio para ambientes naturais e agricolas, especialmente para plantas de milho, no
entanto, ainda sdo necessarios mais estudos para se definir as proporcdes dessa contribuicao.
Para isso, é necessario compreender a estrutura da comunidade de bactérias endofiticas
presentes nos diferentes compartimentos dentro da planta, além de definir as contribui¢des no

fornecimento de N resultante dessa relagdo planta/enddfito.
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Estimativa da contribuicdo do N atmosférico para a nutri¢do de diferentes genotipos de
milho cultivados ao longo de um transecto edafocliméatico em Pernambuco, Brasil

RESUMO

A associacdo entre o milho e bactérias diazotroficas endofiticas ou rizoféricas é bem
relatada na literatura. Entretanto, estimativas da contribuicdo do N atmosférico para a nutri¢do
das plantas ainda sdo escassas. O objetivo deste trabalho foi estimar a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) em gendtipos de milho considerados como os mais produtivos em programas
oficiais de melhoramento. Foram instalados trés experimentos em municipios localizados ao
longo de um transecto edafoclimatico em Pernambuco, nos quais 10 genotipos de milho foram
cultivados em blocos ao acaso, com 4 repeticbes. Em nenhum dos experimentos as sementes de
milho foram previamente inoculadas com bactérias e a FBN foi promovida por comunidades
bacterianas de ocorréncia espontanea nas plantas. Dois experimentos foram instalados no
Semiarido (Araripina e Serra Talhada), testando os mesmos 10 gendtipos (BRS 4107, BRS
5026, BRS 4105, POTIGUAR, COPACABANA, BR 5036, BR 5037, MUCURIPE, IPR 164 e
BR 2121 QPM) e sob condicao de sequeiro. O outro experimento foi instalado na Zona da Mata
(Vitéria de Santo Antdo), testando outros 10 genoétipos (1L1411, 1P2224, DKB 390 PRO 2,
1F640, DKB 310 PRO 2, CMS 36, SAO JOAO, BRS 3042, 1P2227 e 1M1804) e sob irrigacio.
Em ambas as localidades, também foram amostradas folhas de feijdo-caupi e sorgo, espécies
com comprovada capacidade de FBN, cultivados nas proximidades dos experimentos, para
estimativa do sinal isotdpico de uma planta fixadora. A FBN foi estimada usando o método de
abundancia natural de >N, comparando o valor médio de 6*°N de cada gendtipo de milho com
o0 valor da composicdo isotdpica do N do solo disponivel para as plantas, estimado por espécies
de referéncia coletadas no campo ou cultivadas em amostras de solo. Para cada gendtipo de
milho foi calculada a percentagem de nitrogénio derivado da atmosfera (%Ndda). Em
Araripina, as %Ndda dos genotipos foram acima de 30%, com destaque para os genotipos BR
5036 (57%) e BRS 4105 (53%). Nessa mesma localidade, o feijéo teve menor %Ndda (28%)
que os genotipos de milho e o sorgo (39%). Mesmo sendo cultivados 0s mesmos genotipos que
em Araripina, nao foi observado contribuicdo da FBN em Serra Talhada, provavelmente porque
as plantas sofreram forte estresse hidrico durante o periodo da condugéo do experimento. J4 em
Vitdria, todos os gendtipos tiveram contribuigdes no fornecimento de N de mais de 57%, acima
da %Ndda do feijao (55%) e do sorgo (48%), com destaque para 0s genotipos DKB 310 PRO2,
1F640 e 1P2227 (88%, 84% e 81%, respectivamente). Portanto, foram obtidos relevantes
contribui¢cbes no fornecimento de N pela associacdo de plantas de milho com bactérias
endofiticas naturalmente estabelecidas, exceto onde houve deficiéncia hidrica nas plantas.

Palavras-chave: Zea mays. Melhoramento vegetal. I1s6topo *°N.
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Estimation of the contribution of atmospheric N to the nutrition of different maize
genotypes cultivated along an edaphoclimatic transect in Pernambuco, Brazil

ABSTRACT

The association between maize and endophytic or rhizospheric diazotrophic bacteria is
well reported in the literature. However, estimates of the contribution of atmospheric N to plant
nutrition are still scarce. The objective of this work was to estimate biological nitrogen fixation
(BNF) in maize genotypes which are considered as the most productive in official breeding
programs. Three experiments were carried out in municipalities located along an
edaphoclimatic transect in Pernambuco state, in which 10 maize genotypes were cultivated in
randomized blocks, with 4 replications. In none of the experiments the maize seeds were
previously inoculated with bacteria and the BNF was promoted by bacterial communities of
spontaneous occurrence. Two experiments were installed in the semiarid region (Araripina and
Serra Talhada municipalities), testing the same 10 genotypes (BRS 4107, BRS 5026, BRS 4105,
POTIGUAR, COPACABANA, BR 5036, BR 5037, MUCURIPE, IPR 164 and BR 2121 QPM)
and under rainfed conditions. The other experiment was carried out in the Zona da Mata (Vitoria
de Santo Antdo municipality), testing another 10 different maize genotypes (1L1411, 1P2224,
DKB 390 PRO 2, 1F640, DKB 310 PRO 2, CMS 36, SAO JOAO, BRS 3042, 1P2227 and
1M1804) and under irrigation. In both locations, cowpea and sorghum leaves were also
sampled, species with proven FBN capacity, cultivated in the vicinity of the experiments, to
estimate the isotopic signal of a fixative plant. BNF was estimated using the N natural
abundance method, comparing the mean value of §'°N of each maize genotype with the value
of the isotopic composition of soil N available to the plants, estimated by reference species
collected in the field or cultivated in soil samples. For each corn genotype, the percentage of
nitrogen derived from the atmosphere (%Ndda) was calculated. In Araripina, the genotypes had
%Ndda above 30%, with emphasis to genotypes BR 5036 (57%) and BRS 4105 (53%). In the
same location, beans had lower %Ndda (27.85%) than the maize and sorghum genotypes (39%).
Despite the genotypes being the same in Araripina and Serra Talhada, no contribution of BNF
was observed in the later locality, probably because of the strong water stress during the
experimental period. In Vitdria, all genotypes had %Ndda above 57%, higher than that of beans
(55%) and sorghum (48%), with emphasis to the genotypes DKB 310 PRO2, 1F640 and 1P2227
(88%, 84% and 81%, respectively). Therefore, relevant contributions in the supply of N through
the association of the maize plants with endophytic bacteria were obtained, despite the absence
of inoculation.

Keywords: Zea mays. Plant breeding. °N isotope.
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3.1 INTRODUCAO

O N é um dos elementos quimicos mais demandados pelas espécies vegetais, fazendo
parte de diversas estruturas das plantas (clorofila, vitaminas, carboidratos e proteinas). E um
elemento bastante dindmico no solo, em que predomina um grande compartimento organico e
somente uma pequena fracdo encontra-se disponivel para as plantas (SOUZA; MELO, 2000).
O uso de fertilizantes tem representado uma série de problemas ambientais (LIU et al., 2019;
ANAS et al., 2020) e é muito limitado em sistemas de cultivo de baixa utilizacdo de insumos.
Dessa forma, é crescente o desenvolvimento de estratégias alternativas para aumento da
produtividade agricola e reducédo da utilizacao de fertilizantes (PITTOL et al., 2015).

Estimativas da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em plantas ndo-leguminosas,
importantes para o estabelecimento de manejos que propiciem um melhor aproveitamento desse
processo natural, ainda representam um desafio para a ciéncia. Apesar da existéncia de uma
vasta literatura comprovando a ocorréncia de bactérias endofiticas diazotréficas em gramineas
tropicais de sistema fotossintético C4 (PITTOL et al., 2015; MARINI et al., 2015; LIU et al.,
2017a; FERREIRA NETO et al. 2017; CARVALHO et al. 2017; SANTOS et al., 2017,
ANTUNES et al., 2019a; ANTUNES et al., 2019b; HARA et al., 2019; BARROS et al., 2020;
ERCOLE et al., 2021), ainda ndo esta estabelecido se, e em que extensao, essas espécies se
beneficiam do N fixado pela atividade desses microrganismos ou se o0s beneficios sdo devidos
a producdo de acido indol-3-acético (AlA) e outras substancias promotoras de crescimento que,
comprovadamente, provocam alteracbes morfoldgicas na raiz (como o aumento das raizes
laterais e dos pelos radiculares), aumentando a absorcdo de nutrientes (LIU et al., 2017b;
BOMFIM et al., 2020),

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais produzido no Brasil, sendo utilizado na
alimentacdo humana e animal, e para producdo de biocombustiveis (Da SILVA et al., 2020).
No pais, essa cultura é largamente cultivada em todas as regiGes, com destaque para o Centro-
oeste como a mais produtora, seguidas pelas regides Sul, Sudeste, Nordeste e Norte (CONAB,
2022). O melhoramento genético tem contribuido com novos gendtipos e hibridos de milho,
com o intuito de aumentar os rendimentos dessa cultura nas mais variadas condigdes
ambientais, como tolerancia a pragas e doencas (PEREIRA et al., 2020), estresses hidricos
(ROCHA et al., 2021) e tolerancia a herbicidas (SILVA, 2019), além da precocidade no ciclo
de producdo (PEREIRA et al., 2020), maior potencial produtivo, arquitetura mais ereta e porte
baixo (Da SILVA et al., 2021). Por tanto, obtencdo de altos rendimentos na producéo sao
necessarios levar em consideracao os fatores edafoclimaticos da regido onde se pretende instalar
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a lavoura, além da escolha do material genético, sendo este ultimo responsavel por 50% do
rendimento final (Da SILVA et al., 2021).

Para o cultivo intensivo do milho, sdo utilizadas grandes doses de adubos nitrogenados,
que variam entre 90 a 270 kg h' no Brasil, sendo a quantidade determinada de acordo com as
caracteristicas de fertilidade do solo e a produtividade esperada (RESENDE et al., 2012;
SIMAO et al., 2020; SOUSA NETTO et al., 2021), refletindo diretamente no aumento dos
custos de producdo. A FBN representa uma alternativa para reduzir a utilizacdo de adubos
nitrogenados artificias. Mesmo sem utilizagdo de inoculantes com bactérias diazotroficas, o
milho cultivado na regido semiarida brasileira pode obter entre 37 e 54% do N que acumula em
sua biomassa aérea por meio da FBN. A inoculacdo do milho pode promover aumentos de
produtividade e reducdo da necessidade de adubacdo nitrogenada. Alves et al. (2015), ao
avaliarem a inoculacdo de diferentes estirpes de Herbaspirillum em plantas de milho,
constataram que 37% do N nessas plantas adivinham da FBN. Kuan et al. (2016) verificaram
que até 35% do N demandado pelo milho era proveniente da FBN, quando estas plantas eram
inoculadas com Bacillus e cultivadas em vasos. Entretanto, no Nordeste do Brasil a utilizacao
de inoculantes para 0 milho ainda é incipiente, e o eventual beneficio da cultura por meio da
FBN se da por meio de associagdes com bactérias vindas do solo ou de suas sementes.

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito das diferentes condicOes
edafoclimaticas sobre as proporc¢des de nitrogénio proveniente da FBN em genoétipos de milho
identificados como os mais produtivos para as condicbes do Nordeste brasileiro, sem a

inoculagdo prévia.

3.2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos em campo, em estacfes experimentais do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA) localizadas nos municipios de Araripina, Serra Talhada e
Vitoria de Santo Antdo, em Pernambuco, Brasil (Tabela 1), utilizando genétipos de milho mais
produtivos, de acordo com as recomendacdes do Programa de Cereais, FeijOes, Raizes e
Tubérculos do IPA, responsavel por avaliar e recomendar diferentes genotipos de milho para a
regido Nordeste do Brasil. Os genotipos avaliados diferiram entre 0os municipios do Sertdo
(Araripina e Serra Talhada) e da Zona-da-Mata (Vitdria de Santo Antdo), pois foram seguidas

as recomendac0es de adaptacdo das variedades as condigdes edafoclimaticas.
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Tabela 1: Caracterizacdo edafoclimética das areas onde os experimentos foram conduzidos.

PARAMETRO VITORIA DE SERRA TALHADA ARARIPINA
SANTO ANTAO
Mesoregido Zona da Mata Sertdo Sertdo
Latitude 08° 08°00’S 07°59°00”S 7°27°50”’°S
Longitude 35°22°00”W 38°19°16”W 40°24°38°W
Altitude (m) 146 500 828
Precipitacdo (mm) 1239 709 713
Temperatura maxima (°C) 33,1 35,9 32,7
Temperatura minima (°C) 18,9 17,2 12,8
Temperatura média (°C) 254 245 229
Umidade relativa média (%) 67 50 55
Evaporagéo potencial (mm) 1344 1314 1139
Vegetacao nativa Mata Atlantica.  Caatinga hiperxeréfila Carrasco
Tipo de solo Latossolo Argissolo vermelho Latossolo
vermelho amarelo  amarelo, equivalente  vermelho amarelo
Distrofico, Eutrdfico Distrofico
Topografia Ondulada Plana Plana

Os experimentos no Sertdo semiarido (Serra Talhada e Araripina) foram conduzidos

durante a estagdo chuvosa, sob condicdo de sequeiro e, em ambos, foram cultivados 0s mesmos
gendtipos de milho (BRS 4107, BRS 5026, BRS 4105, POTIGUAR, COPACABANA, BR
5036, BR 5037, MUCURIPE, IPR 164 e BR 2121 QPM). O experimento em Vitoria de Santo
Antéo foi conduzido sob irrigacdo, e foram cultivados os gendtipos (1L1411, 1P2224, DKB
390 PRO 2, 1F640, DKB 310 PRO 2, CMS 36, SAO JOAO, BRS 3042, 1P2227, 1M1804), 0s
dados de produtividade dos genotipos estdo dispostos na Tabela 2. A frequéncia e as laminas

de irrigagdo foram aplicadas de acordo com a necessidade diéria da cultura e 0 monitoramento

meteoroldgico.

Tabela 2. Produtividade de geno6tipos cultivados em Araripina, Serra Talhada e Vitoria de
Santo Antdo

- - V. de St.
Genétipos Araripina  Serra Talhada Gendtipos Antio
--------- Kg/ha --------- -- Kg/ha --
BR 5036 2652 0 DKB 310 PRO2 7812
BRS 4105 2308 0 1F640 9843
MUCURIPE 1608 0 1P2227 7968
BR 5037 1905 0 1M1804 5312
BR 2121 QPM 1081 751 BRS 3042 7812
BRS 5026 1595 0 1P2224 8906
IPR 164 2724 0 DKB 390 PRO2 7656
COPACABANA 2323 0 CMS 36 5156
POTIGUAR 1240 0 1L.1411 8593
BRS 4107 1542 488 SAO JOSE 2552
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Nos trés experimentos foi adotado um delineamento em blocos casualizados, com
quatro repeticbes, sendo cada gendtipo de milho considerado um tratamento. A parcela
experimental foi constituida de 4 fileiras de 4 m de comprimento, espacadas de 0,8 m, nas quais
o milho foi semeado em covas espacadas de 0,2 m. Como area til da parcela foram utilizadas
as duas fileiras centrais, desprezando-se 1 m em cada extremidade, para evitar o efeito de
bordadura.

Amostras de solo deformadas foram coletadas para a caracterizacdo das propriedades
quimicas e fisicas (Tabela 3) das areas onde os experimentos foram conduzidos. O manejo da
correcao e adubacéo do solo foi realizado de acordo com a analise quimica do solo de cada &rea.
Nos trés experimentos foi utilizada uma dose de arranque de N (30 kg ha™* de ureia, CO(NH.)2)
em fundacéo, de acordo com a recomendacdo de Barros et al. (2020) para estimar a FBN em
sorgo. Cloreto de potassio (KCI) e super simples (Ca(H2PQOa4)2 + CaSOa. 2H,0) também foram
aplicados em fundagéo, em quantidades diferentes em cada local (30 kg ha* e 30 kg ha, em
Araripina; 10 kg ha* e 20 kg ha* em Serra Talhada; e 20 kg hat e 20 kg ha em Vitéria de
Santo Antdo).



42

Tabela 3: Caracterizacéo das propriedades quimicas, fisicas e isotopicas em camadas dos solos das areas experimentais.

Local Vitdria de Santo Antéo Serra Talhada Araripina

Camada (cm) 0-20 20-40 40-60 0-20 20-40 40-60 0-20 20-40 40-60
pH (H-0) 8,0 7,7 7,0 6,5 6,4 6,9 4,4 4,4 4,6
N (%) 0,10 0,08 0,06 0,06 0,04 0,02 0,12 0,09 0,06
3 N (%o) 10,62 9,84 9,05 10,57 9,25 8,90 16,73 17,16 16,93
C (%) 1,16 0,92 0,56 0,71 0,50 0,27 1,67 1,40 0,99
8 B3C (%o) -20,77 -21,36 -23,12 -17,78 -18,10 -17,20 -25,01 -24,96 -24,42
CIN (%) 11,6 11,5 9,3 11,8 12,5 13,5 13,9 15,5 16,5
P (mg/dm?) 68,0 49,0 10,0 98,7 90,0 86,0 2,0 1,0 1,0
Ca?* (cmolc/dm?) 2,0 2,1 1,5 2,3 2,9 2,3 0,4 0,3 0,2
Mg?* (cmolc/dm?) 1,3 1,0 1,0 1,7 1,9 1,2 0,5 0,6 0,5
Na* (cmolc/dm?) 1,3 0,7 0,6 0,1 0,1 0,3 0,0 0,0 0,0
K* (cmolc/dm?3) 0,4 0,2 0,1 0,9 0,5 0,4 0,0 0,0 0,0
AR* (cmolc/dm?) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
H* (cmolc/dm3) 0,2 0,3 0,6 1,2 0,5 0,5 2,8 2,2 15
S (cmolc/dm?) 5,0 4,0 8ie 5,0 54 4,1 1,0 0,9 0,7
CTC (cmolc/dm?®) 52 4,3 3,8 6,1 5,9 4,6 4,3 3,8 2,7
V (cmolc/dmd) 96,0 92,7 85,0 81,0 91,7 89,7 233 25,0 25,7
m (cmolc/dm?) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 34,3 38,3 42,3
Dap (g/cm?) 1,4 1,5 1,4 1,4 1,4 1,4 1,3 1,4 1,3
Dr (g/cm?) 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
Areia grossa (%) 46,3 51,7 51,7 31,7 38,3 38,7 53,3 53,3 48,7
Areia fina (%) 27,3 26,3 24,3 43,0 41,0 43,0 26,0 23,7 26,3
Silte (%) 16,3 11,3 12,0 15,3 10,7 8,3 4,0 2,3 3,0
Argila (%) 10,0 10,7 12,0 10,0 10,0 10,0 16,7 20,7 22,0
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As amostragens de tecidos vegetais foram feitas quando as plantas de milho chegaram
ao estadio VT (pendoamento), periodo de maior exigéncia nutricional da cultura. Nesse
momento, foram coletadas quatro folhas de quatro plantas em cada parcela, para compor uma
amostra composta por parcela. Foram escolhidas as folhas localizadas na insercéo da espiga.
Na ocasido, também foram coletadas amostras de folhas de girassol (Helianthus annuus),
cultivados em areas contiguas ao experimento (que também recebeu 30 kg ha™ de ureia em
fundacdo), além de espécies que surgiram de forma espontanea da area dos experimentos:
mamona (Ricinus communis), jasmim (Plumeria rubra), buva (Conyza bonariensis), trapoeraba
(Commelina Benghalensis L.), pinhdo manso (Jatropha curcas L.), e ervango branco
(Richardia grandiflora) e uma espécie ndo identificada. Essas plantas foram utilizadas para
estimativa do sinal isotopico do N do solo disponivel para o milho (especificadas para cada area
nas Tabelas 4, 5 e 6), sendo as espécies referéncias para a estimativa da FBN por meio da
técnica da abundancia natural do ®N. Todo o material vegetal foi levado ao laboratério,
identificado e colocado para secar em estufa de circulacdo forcada a 60 °C, até o material estar
em peso constante. Posteriormente, cada amostra foi moida em moinho de facas e macerada até
virar po.

A principal restricdo ao uso da metodologia da abundancia natural de N para
estimativa da FBN em ndo leguminosas ¢ a dificuldade para encontrar uma planta referéncia
apropriada para estimar o sinal isotopico do N do solo disponivel para a planta alvo (FREITAS;
SAMPAIO; SANTOQOS, 2010). Por isso, alem da coleta de diversas plantas referéncia em cada
area experimental, foram realizadas duas outras estratégias para confirmar as estimativas do
%Ndda nos genotipos de milho. A primeira foi a amostragem, em cada estacdo experimental,
da biomassa aérea de feijdo-caupi e sorgo, espécies com potencial de FBN comprovado na
regido Nordeste do Brasil (FREITAS et al., 2012; BARROS et al., 2020, respectivamente)
cultivadas em areas préximas ao experimento, para comparacao entre seus %Ndda e os do
milho, conforme utilizado por Biggs et al. (2002) para cana-de-aglcar (Saccharum
officinarum). A segunda estratégia foi estimar a variagdo do sinal de 3**N do N do solo
disponivel para o milho, de acordo com a profundidade, adotando o procedimento descrito por
Ledgard et al. (1984), assumindo que a maioria das raizes do milho se concentra até essa
profundidade de solo. Para isso, foram coletadas amostras de solo nas profundidades de 0-20,
20-40 e 40-60 cm nos locais onde os experimentos de campo foram instalados. Foi conduzido
um experimento em casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia da UFRPE, no qual

algoddo, mamona e girassol foram cultivados, por 90 dias, em vasos contendo as amostras
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coletadas em cada area experimental e em cada profundidade, configurando um esquema
fatorial 3x3x3, com quatro repeticdes para cada tratamento, totalizando 108 unidades
experimentais. O delineamento foi inteiramente casualizado. Ao fim do experimento, as partes
aereas das plantas foram coletadas e colocadas para secar em estufa de circulacdo forgada a 60°
C até obter peso constante. Uma vez secas e pesadas, as amostras foram maceradas até chegar
a po. Na ocasido, foram coletadas amostras de terra fina seca ao ar (TFSA) de cada solo e
profundidade, com quatro repeticdes.

Subamostras de todo o material vegetal e de solo foram enviadas para determinagéo dos
teores de N (%) e das abundancias naturais de °N e 3C (%o) em espetrometro de massa Thermo
Quest-Finnigan Delta Plus (Finnigan-MAT; CA, USA) com interface com um Analisador
Elementar (Carlo Erba model 1110; Milan, Italy), no Laboratério de Ecologia Isotdpica do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP). Materiais de referéncia (atropina,
extrato de levedura e padrdo de solo 502-308, LECO Corporation) foram incluidos em todas
as execucdes analiticas. A abundancia natural de *®N nas amostras foram expressas usando a
notacdo delta (§*°N), que representa as partes por mil desvios (%o) em relagdo a razdo *°N e N

(R) no N2 atmosferico (JUNK; SVEC, 1958; MARIOTTI, 1983):

0 = [(Ramostra / Rrefersncia) — 1)] x 1000

Para estimar o sinal isotépico do N disponivel para a planta com sistema radicular
explorando a camada de solo de 0,0 a 0,60 m de profundidade, foi calculada a média ponderada
do sinal de °N das plantas utilizadas no experimento em casa de vegetaco, usando a seguinte
equacdo (URQUIAGA et al. 2012):

5 N =X (8" Nrp * NTrp) / Z(NTrp)

Em que: 8"°Nrp e NTrp s&o a abundéncia de *N e o N total acumulado, respectivamente, nas

espécies cultivadas nos vasos com os solos de cada intervalo de profundidade.

A proporcdo de nitrogénio derivado da atmosfera (%Ndda 1) foi estimada comparando

o valor médio de 8'°N de cada genotipo de milho com os das espécies de referéncia em cada
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experimento, desde que a diferenca fosse estatisticamente significativa (p < 0,05), usando a
formula (SHEARER; KOHL, 1986):

%Ndda = 100 [(815Nreferéncia - 515Nmi|ho) / (615Nreferéncia - B)]

Em que 8" Nmimno = valor médio de §*°N de cada genétipo de milho; 5 °Nreferencia = Valor médio
de 3N do N do solo disponivel para o milho, estimado pelo valor isotopico da espécies
referéncia coletadas em campo ou pela média ponderada do sinal de **N das plantas cultivadas
em vasos, e B é a abundéncia de N do milho quando as plantas dependem inteiramente do
FBN do N2 atmosférico (AMARGER et al., 1979). Na auséncia de um valor conhecido para o
milho, o valor B foi assumido como zero, como foi feito para a estimativa da fixacdo espécies
de Poaceae (ALVES et al., 2015; BAPTISTA et al., 2014; de MORAIS et al., 2012).

Além disso, a FBN também foi estimada (%Ndda 2) utilizando a estimativa do sinal
isotopico do N disponivel para uma planta com sistema radicular explorando a camada de solo
de 0,0 a 0,60 m de profundidade, utilizando a média ponderada do sinal de N das plantas
utilizadas no experimento em casa-de-vegetacdo em substituicdo ao valor de 6®°Nreferencia Na
equacao de Shearer e Kohl (1986).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de probabilidade de 0,05. Todos os testes foram rodados no Sisvar versao 4.8
(FERREIRA, 2008).

3.3 RESULTADOS

Em Araripina, foram verificadas diferencas significativas entre os diferentes gendtipos
de milho (Tabela 4) e as plantas referéncias para as variaveis analisadas (§13C, %C, §°N, %N,
C/N e %Ndda). O 8®3C nio diferiu estatisticamente entre os gen6tipos de milho, no entanto,
diferiram quando comparados com as plantas referéncias, sendo estas menos enriquecidos com
0 isdtopo de *C (Tabela 4).
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Tabela 4: Composicao isotopica de C e N (%o), Nitrogénio total (%), ralagdo C/N e percentual
do N derivado da atmosfera (%) em diferentes genotipos de milho e plantas referéncias
cultivadas em Araripina no estado de Pernambuco.

Espécies 8 BC 3 N N CIN %Ndda 1
BR 5036 -12,06 a 4,50 d 3,72 bed 10,90 ab 56,58 a
BRS 4105 -12,04 a 4,88 cd 3,85 bed 11,15 a 5291 a
MUCURIPE -11,96 a 5,58 bcd 3,64 bcd 11,76 a 46,14 ab
BR 5037 -11,99 a 5,63 bed 3,79 bed 11,06 a 45,68 ab
BR 2121 QPM -11,86 a 5,79 bcd 3,79 bed 11,05 a 44,15 ab
BRS 5026 -11,16 a 6,28 bcd 3,54 cd 12,20 a 39,44 bc
IPR 164 -11,90 a 6,36 bcd 3,65 bcd 11,72 a 38,61 bc
COPACABANA -11,89 a 6,72 bcd 3,24 d 12,80 a 35,19 bc
POTIGUAR -11,86 a 6,89 bc 3,59 bed 11,47 a 33,53 bc
BRS 4107 -11,51 a 7,18 bc 3,51 cd 12,43 a 30,73 ¢
Feijao -29,11 bc 7,48 b 4,69 ab 8,59 bc 27,85¢
Sorgo -12,19 a 6,30 becd 3,9 bed 10,90 ab 39,17 be
Girassol florado -29,70 cd 10,09 a 4,42 abc 8,51 bcd

Mijona -30,21d 10,23 a 5,18 a 6,12 d

Girassol frente -28,58 b 10,68 a 511a 7,92 cd

Girassol fundos -29,72 cd 10,71 a 4,34 abcd 8,41 cd

CV (%) -1,93 11,36 9,81 8,83 17,22
Meédia geral -19,24 7,59 4,10 10,05 26,73

Os sinais de 8*°N de todos os gendtipos de milho diferiram significativamente dos sinais
das espécies referéncia coletadas em campo (Tabela 4). As plantas referéncias também foram
isotopicamente mais enriquecidas que o feijao-caupi e o sorgo. Com isso, ha evidéncia de
fixacdo simbidtica de N atmosférico em todas elas, com %Ndda acima de 27% (feijdo) em
todas, e com variacdo nos gendtipos de milho de 31 a 57% (BR 5036). Os gendtipos de milho
também ndo diferiram quanto as concentracdes de N nos tecidos, que foram inferiores as
concentracdes de algumas das referéncias. Por consequéncia, os valores da relacdo C/N foram
mais altos nos gendtipos de milho que nas plantas referéncias

Em Serra Talhada, ndo houve diferencas significativas entre os valores de §°N nem dos
genotipos de milho e nem do feijdo e do sorgo, em relagdo aos valores de 6*°N das plantas
referéncia. Dessa forma, ndo foi possivel calcular o Ndda 1, de acordo com o critério adotado
neste trabalho. As concentracdes de N e a relagcdo C/N ndo diferiram entre os gen6tipos de milho
(Tabela 5), mas ficaram abaixo e acima, respectivamente, dos valores do girassol.
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Tabela 5: Composicdo isotopica de C e N (%o), Nitrogénio total (%), ralacdo C/N e percentual
do N derivado da atmosfera (%) em diferentes gendtipos de milho e plantas referéncias
cultivadas em Serra Talhada no estado de Pernambuco.

Espécies 8 13C C 3 N N CIN %Ndda 1
MUCURIPE -1246a 4263a 6,64a 2,11 bcd 20,24 ab
BR 5037 -11,82a 41,62a 7,49 a 2,04 bed 20,39 ab
POTIGUAR -1263a 4232a 759a 1,73d 24,55 a
BRS 4105 -11,99a 4234a 8,05a 1,98 bcd 21,34 ab
BRS 4107 -11,85a 4190a 8,2la 1,92 bcd 22,02 ab
BR 5036 -11,69a 4202a 8,26a 2,11 bcd 20,13 ab
BRS 5026 -1201a 418la 8,31a 2,08 bcd 20,42 ab
BR 2121 QPM -12,11a 426la 8,42a 2,17 bed 20,42 ab
COPACABANA -12,01a 4242a 9,22a 2,27 bed 19,23 ab
IPR 164 -1190a 41,16a 10,06a 1,79d 24,39 a
Feijao -2750b 4061ab 6,53a 3,56 abc 13,67 abc
Sorgo -1559a 4226a 8,64a 3,25 bcd 13,01 bc
Girassol -29,18b 40,73ab 9,93 a 5,20 a 7,87¢c
Mamona -26,11b 4159a 8,99 a 3,63 ab 11,77 bc
Ervanco-branco -2757b 3715b 8,88a 2,04 bed 20,75 ab
CV (%) -12,77 3,33 19,36 21,33 23,13
Meédia geral -17,96 41,48 8,48 2,84 17,25

Em Vitéria de Santo Antdo foram encontradas diferencas significativas entre 0s

gendtipos de milho e as plantas referéncias quanto aos sinais de °N, concentragdes de N nas

folhas e relagdo C/N (Tabela 6). Os sinais de >N de todos os genétipos, assim como os do feij&o

e do sorgo, foram significativamente inferiores aos das plantas de referéncia, permitindo o

calculo das %Ndda, que variaram de 53 a 87% no milho e que foram 43 e 52% no sorgo e no

feijdo, respectivamente. Apenas concentracdes de N do genotipo 111411 (1,66%) diferiram das

concentracBes de outros dois genotipos (2,54 e 3,22% de CMS 36 e Sdo José, respectivamente),

causando diferencas na relacdo C/N.
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Tabela 6: Composicdo isotopica de C e N (%o), Nitrogénio total (%), ralacdo C/N e percentual
do N derivado da atmosfera (%) em diferentes genotipos de milho e plantas referéncias
cultivadas em Vitoria de Santo Antdo no estado de Pernambuco.

Espécies 8 13C C 3 °N N CIN %Ndda 1
DKB 310 PRO2 -12,03a 42,90 ab 101e 2,06 cde 21,49 ab 87,19 a
1F640 -12,20a 42,67ab 1,37 de 2,24cde 19,11 abcd 82,75 a
1P2227 -12,05a 42,79ab 1,66 cde 1,90 de 22,60 ab 79,09 ab
1M1804 -1222a 4252ab 2,10 bcde 2,10 cde 20,24 abc 73,49 abc
BRS 3042 -12,39a 4249ab 2,14 bcde 2,46 bcde 18,28 bed 73,04 abc
1P2224 -12,00a 4287ab 2,20 bcde 2,41 bcde 17,80 bed 72,29 abc
DKB 390 PRO2 -11,88a 42,60ab 2,66 bcde 2,10 cde 20,32 abc 66,56 abcd
CMS 36 -12,13a 4260ab 3,07bcde 254bcd 16,75bcde 61,38 abcd
111411 -12,12a 4184ab 3,66 bcd 1,66 ¢ 2531 a 53,94 bcd
SAO JOSE -12,43a 4267ab 3,68 bed 3,22 ab 13,30 de 53,70 bcd
Feijao -29,17c 39,80bc 3,95 bc 3,6la 1111e 50,28 cd
Sorgo -1241a 42,74 ab 455D 2,30 cde 19,03 abcd 42,76 d
Jasmim -26,06 b 41,09 bc 7,47 a 2,41 bcde 17,11 bede

Buva -30,60d 38,32¢c 7,84 a 2,04 cde 18,71 bced

Trapoeraba -30,84d 33,96d 8,09 a 2,07 cde  16,70bcde

Pido manso -26,06 b 40,98 bc 8,32 a 2,88 abc 14,37 cde

CV (%) -2,53 3,02 20,62 12,93 13,40 21,85
Media geral -19,93 41,17 4,43 2,49 17,49 44,15

Entre os gendtipos de milho os valores isotdpicos do N variaram entre 3,68 %o (SAO
JOSE) e 1,01%0 (DKB 310 PRO2), sendo menores aos observados nas plantas referéncias. O
feijdo-caupi e o sorgo apresentaram valores semelhantes aos observados para 0s gendtipos de
milho, sendo ligeiramente mais elevados que estes. Dessa forma, o %Ndda diferiu entre os
diferentes gendétipos de milho, feijdo e sorgo, sendo o genétipo DKB 310 PRO2 o que
apresentou a maior contribui¢do de N oriundo da FBN (87,19%). Para a %N e relagcdo C/N
somente o0 geno6tipo 1L.1411 diferiu dos demais gendtipos, sendo 0 menor para a variavel %N
(1,66%) e o maior para a relacdo C/N (25,31). Para essas mesmas variaveis, o feijao também se
mostrou diferente das demais espécies, sendo o que apresentou 0 maior valor para %N (3,61%)
e 0 menor para a relacdo C/N (11,11).

Os resultados obtidos no experimento com algoddo, mamona e girassol cultivados em
vasos com amostras de solo coletadas nas areas experimentais (Vitoria de Santo Antdo, Serra
Talhada e Araripina) estdo demonstrados na Tabela 7. De maneira geral o girassol e a mamona
se mostraram mais enriquecidos nesse isotopo que o algoddo. Observa-se ainda que essas
plantas sdo mais enriquecidas quando cultivadas em solos de camadas mais superficiais,
reduzindo o seu sinal isotdpico de acordo que aumenta a profundidade do solo. Em relacéo a

média ponderada geral de cada local, as plantas cultivadas em Araripina tiveram 0s maiores
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teores de 8°N (9,75 %o), seguida pelas plantas cultivadas em Vitoria de Santo Antdo e Serra

Talhada (8,75 %o € 7,80 %o, respectivamente).

Tabela 7: Estimativa do sinal isotdpico do N do solo disponivel em profundidade em plantas
referéncia cultivadas em vaso em solo proveniente dos locais dos experimentos de campo

Planta referéncia
Girassol Mamona  Algoddo Média

Local geral**
Camada (cm) SN (%0)
0-20 12,08 a 10,99 a 7,94 Db
Araripina 20-40 11,02 a 10,23 a 7,16 b
40-60 11,06 a 10,01 a 7,28Db
Média ponderada* 11,38 10,41 7,46 9,75
0-20 9,40 a 8,04 ab 6,64 b
Serra Talhada 20-40 8,54 a 9,22 a 532b
40-60 8,00 b 10,02 a 5,09 c
Média ponderada* 8,64 9,09 5,68 7,80
0-20 9,65a 9,98 a 8,10 b
Vitéria de Santo Antdo 20-40 9,60 a 8,78 a 7,29 a
40-60 8,69 b 10,66 a 6,05 ¢c
Média ponderada* 9,31 9,80 7,14 8,75

Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
* Média ponderada do 3*°N(%o) para as plantas de referéncia de acordo com equagdo de

Urquiaga et al. (2012)

** Média dos valores ponderados para cada local

A partir dessas informagOes, foi realizado o célculo de %Ndda 2 considerando
separadamente a média geral de °N para as trés espécies utilizadas (Tabela 8). Em Araripina
foi observado contribuigdes relevantes para os diferentes gendtipos utilizados, com valores
variando entre 26% e 53%, valores esses superiores aos observados para o feijdo, com destaque
para o gendtipo BR 5036, o qual obteve 53,83% de N através da FBN. Em Serra talhada néo
foi verificado essas contribui¢cdes, mesmo se tratando dos mesmos genoétipos, chegando em
muitos casos a ndo ser constatado indicios de FBN. J& em Vitéria de Santo Antdo, as
contribuicbes no fornecimento de N através desse processo foram bastante expressivas, com
valores acima de 50% para todos os genotipos avaliados, chegado a mais de 80% para 0s
genotipos 1P2227, 1F640 e DKB 310 PRO2 (81%, 84,32% e 88,36%, respectivamente).
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Tabela 8: Estimativas da proporcdo de N derivado da atmosfera (%oNdda 2) estimada pela
técnica de abundancia natural de N utilizando como valor de *°N da planta referéncia o
valor da média ponderada para as profundidades de 0-0,6 m.

Araripina Tifr:zga Vitéria de Santo Antéo
Referéncia (%o)* 9,75 7,80 8,75
Gendtipo Ndda 2 (%) Gendtipo Ndda 2

(%)

BR 5036 53,82 a 0,00 DKB 310 PRO2 88,36 a
BRS 4105 49,92 ab 0,08 1F640 84,32 a
MUCURIPE 42,72 abc 14,78 1P2227 81,00 ab
BR 5037 42,23 abc 3,95 1M1804 75,91 abc
BR 2121 QPM 40,60 abc 0,00 BRS 3042 75,50 abc
BRS 5026 35,58 bcd 0,45 1P2224 74,83 abc
IPR 164 34,71 bed 0,00 DKB 390 PRO2 69,62 abcd
COPACABANA 31,07 cd 0,00 CMS 36 64,91 bcde
POTIGUAR 29,30 cd 2,97 11411 58,15 cde
BRS 4107 26,33 cd 0,22 SAO JOSE 57,93 cde
Feijdo 23,26 d 26,85 Feijéo 54,33 de
Sorgo 35,30 bcd 13,22 Sorgo 50,68 e

Meédias seguidas de letras iguais, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
*Valor da média ponderada das plantas de referéncia (girassol, mamona e algoddo) cultivadas em casa de
vegetacdo com os solos dos diferentes locais nas profundidades de 0-60 cm

3.4 DISCUSSAO

Os diferentes gendtipos de milho avaliados apresentaram sinais isotopicos indicativos
de contribuicdo de N atmosférico em seus tecidos (Tabelas 4, 5 e 6), sendo importante ressaltar
que as sementes utilizadas nos experimentos ndo foram inoculadas com bactérias selecionadas
para a eficiéncia da FBN. Dessa forma, as plantas estabeleceram associacdes com bactérias
diazotroficas presentes no solo, que penetraram nos tecidos das plantas ou se estabeleceram na
rizosfera, ou endofiticas das sementes (BOMFIM et al., 2020). As contribui¢fes da FBN sé&o
muito variaveis entre gendtipos e localidades, corroborando resultados de outros trabalhos
(ALVES et al., 2014), porém foram verificadas contribuigdes expressivas para determinados
gendtipos nas diferentes localidades, com valor maximo de 87,10%, no genotipo DKB 310 PRO2

cultivado em Vitdria de Santo Antdo.

Apesar de serem cultivados 0s mesmos gendtipos e com as mesmas condi¢cfes de
manejo nas cidades de Araripina e Serra Talhado, os mesmos apresentaram contribui¢des de N
derivado da associagdo com bactérias nativas de Araripina, mas ndo de Serra Talhada. Além
das diferencas de condi¢des edafocliméticas, que possivelmente influenciaram a comunidade
bacteriana nativa, o principal fator que comprometeu a FBN do milho em Serra Talhada foi a

ocorréncia de periodo de estiagem, que afetou severamente o desenvolvimento das plantas.
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Mesmo o feijdo-caupi, leguminosa que comprovadamente é capaz de apresentar proporgao de
mais de 80% de N fixado quando cultivado sem restri¢cdo hidrica no Semiarido (FREITAS et
al. 2012), ndo apresentou composicao isotopica claramente diferente das plantas referéncia
(Tabela 5). Em Araripina, os mesmos gendtipos obtiveram maiores beneficios da FBN, com
todos os gendtipos de milho apresentando mais de 30% do N decorrente desse processo, valores
que foram superiores ao observado para o feijdo-caupi (27,85%). Para os gendtipos BR 5036 e
BRS 4105, o0 %Ndda foi de mais de 50%, maior que o do sorgo (40%). Boddey et al. (2003)
relatam que a disponibilidade de &gua no solo ¢ um fator primordial para os processos
bioldgicos e, consequentemente, para o sucesso da FBN. Urquiaga et al. (2017) relata que a
baixa disponibilidade de agua no solo reduz a colonizacéo de raizes por bactérias, além de afetar
diretamente o processo de fotossintese e, consequentemente, o crescimento da planta. Araripina
esta localizada na Serra do Araripe, no Semiarido brasileiro, que apresenta uma precipitacéo
pluviométrica melhor distribuida ao longo do periodo das &guas (verdo), ja Serra Talhada
apresenta condicdes climaticas mais aridas, com precipitacdes pluviométricas mais irregulares,
mesmo estando também inserida no Semiarido brasileiro, e estando a aproximadamente 270

km de Araripina.

O tipo e as caracteristicas dos solos nas areas em que 0s experimentos foram instalados
também podem ter influéncia sobre a FBN. Em Araripina, o solo é classificado como Latossolo,
que sdo solos caracteristicamente bem desenvolvidos, fisicamente estruturados e quimicamente
pobres (principalmente de bases), além de serem &cidos. No entanto, se corrigidos a acidez e a
fertilidade com adubacéo (mineral e/ou organica), sdo solos bastante produtivos, desde que,
tenham uma umidade ideal durante todo o ciclo das culturas. J& em Serra Talhada, o solo é
classificado como Argissolo, que se caracteriza pela presenca de um horizonte B textural
imediatamente abaixo do horizonte superficial, podendo ter argila de atividade baixa ou alta. A
grande quantidade de argila nesse solo (Tabela 3) e consequentemente a predominancia de
microporos, podem ter provocado um agravamento do estresse hidrico para as plantas devido
ao veranico, resultando na diminuicdo do potencial da agua no solo, dificultando a absorcdo de
agua e nutrientes pelas plantas. Por outro lado, tal situagdo abre portas para estudos futuros
relacionados a comunidades bacterianas nativas capazes de beneficiar as plantas quando

submetidas a esse tipo de estresse.

Apesar da ndo ocorréncia de FBN no milho cultivado em Serra Talhada, a associacao
de bactérias diazotréficas com esta graminea se mostra promissora para o estabelecimento de

um manejo com reducdo da aplicacdo de adubos nitrogenados, o que pode favorecer
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principalmente 0s pequenos produtores. Além disso, outros beneficios podem estar
relacionados a associacdo de bactérias diazotroficas com o milho, que podem apresentar
mecanismos de promocao de crescimento com a liberacdo de fitohormonios (ex. AlA),
solubilizacdo de fosfatos, supressdo de fitopatdgenos, tolerncia a estresse abioticos etc.
(MOREIRA et al., 2010; ANDRADE et al., 2014; ULLAH et al., 2017). Li et al. (2020) viram
que a inoculacdo de Paenibacillus beijingensis e Paenibacillus sp. em sementes de trigo

promove a solubilizacdo de P e aumente a contribuicdo da FBN nessa cultura.

Como relatado anteriormente, em Vitdria de Santo Antdo foram utilizados genotipos de
milho diferentes dos das outras duas localidades, e com uso do sistema de irrigacdo para a
manutencdo da capacidade de campo do solo. Como observado, a maioria dos gendétipos
obtiveram mais de 50% do N derivado da atmosfera (Tabela 6), chegando a mais de 82% para
0s gendtipos 1F640 e DKB 310 PRO 2. Apenas dois gendtipos ficaram abaixo de 50% de Ndda,
com aproximadamente 41% cada. A elevada contribui¢do da FBN para o milho em Vitéria de
Santo Antdo pode estar relacionada as condi¢des ideais de umidade do solo, permitindo que 0s
gendtipos e a comunidade bacteriana nativa expressassem um alto potencial de
desenvolvimento. Outro fator que pode estar relacionado a esse resultado sdo os gendtipos de
milho, no entanto, seria necessaria uma replicacdo do experimento em outras localidades e com

condicBes semelhantes para a constatacao dessa hipotese.

De acordo com os resultados obtidos no experimento de casa de vegetacdo foi
constatado que, as plantas cultivadas nas camadas superficiais se mostraram mais enriquecido
no isétopo de °N para os solos avaliados (Tabela 7). Uma possivel explicacdo para esse fato,
se deve a maior deposicao de matéria organica nessas camadas, que foi evidenciado pela maior
quantidade de C nessas camadas (Tabela 3), e com a maior decomposi¢do resultou em uma
maior mineralizacdo do N, que consequentemente, promoveu 0 aumento nos valores do isétopo
®N nessas camadas. No trabalho desenvolvido por Mendonga et al. (2010), avaliando solos
com diferentes coberturas na regido Nordeste do Brasil, verificaram que as maiores quantidades
de C estavam presentes nas camadas superficiais, ocorrendo um decréscimo com o aumento da

profundidade.

A estimativa da proporcdo de N derivado da atmosfera (%Ndda 2) para os diferentes
genotipos de milho considerando a média ponderada geral das plantas referencias cultivadas
em solo (0-60 cm) de cada local esta disponivel na tabela 7. Em Araripina, as contribui¢des no
fornecimento de N para os genotipos de milho variaram entre 26,33 % e 53,82%, sendo essa

maior contribuicdo observada para o genétipo BR 5036. J4 em Serra Talhada, ndo foi observado
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contribuicGes significativas para a maioria dos genotipos, chegando em alguns casos a
constatacdo da auséncia de evidencias da FBN, mesmo sendo cultivadas 0s mesmos gendtipos
de Araripina. Uma possivel explicacdo para esses resultados se deve ao fato da baixa
precipitacdo ocorrida no local durante o periodo do experimento, o que deve ter comprometido
arelacdo planta-bacteéria e a fotossintese (URQUIAGA et al., 2017). Em Vitoria de Santo Antdo
foram observadas as maiores contribui¢cbes da FBN, apresentando valores entre 57,95% e
88,36%, com destaque para os gendtipos 1F640 e DKB 310 PRO2 (84,32% e 88,36%,

respectivamente).

3.5 CONCLUSAO

Os gendtipos de milho recomendados para maior produtividade para a regido Nordeste
do Brasil apresentam potencial para se beneficiar da FBN, porém os %Ndda sdo impactados

pelas condic¢des edafoclimaticas e estresse hidrico.

Genotipos de milho podem apresentar respostas variaveis as condi¢fes edafoclimaticas

dos locais de cultivo, em relacdo ao potencial de acumular N fixado.

A técnica da abundéncia natural do N, apesar de ser de utilizagdo mais dificil em
gramineas que em leguminosas, pode indicar genotipos de milho com maior aptiddo de se
beneficiar da FBN, informacéo util em programas de melhoramento vegetal da cultura.

O milho mesmo sendo cultivado em diferentes condi¢es edafocliméticas de manejo, se
beneficia do N atmosférico proporcionado pelo processo de FBN, o que pode refletir em

reducdes significativas na adubacdo nitrogenada.

Esse trabalho abre margem para estudos futuros sobre as comunidades de bactérias
fixadoras de nitrogénio nativas nas diferentes localidades, refletindo a importancia do estudo
micro regional, podendo resultar na selecéo de estirpes especificas para localidades e genétipos

das culturas utilizadas.
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4. CAPITULO 3: Composicao qualitativa das comunidades de bactérias
endofiticas de raiz e colmo do milho cultivado em regido semiarida:

influéncias do genotipo e das condigdes edafoclimaticas
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Composic¢do qualitativa das comunidades de bactérias endofiticas de raiz e colmo do
milho cultivado em regido semiarida: influéncias do genotipo e das condicdes
edafoclimaticas

RESUMO

O milho é largamente cultivado em diversas regides do globo, para consumo na
alimentacdo humana e animal e para producao de biocombustiveis. Bactérias endofiticas estdo
presentes nos diversos tecidos do milho, formando interac6es complexas que podem resultar
em aumento da produtividade da cultura. Um primeiro passo para 0 manejo dessas comunidades
é o0 entendimento e a definicdo do microbioma das plantas. O objetivo desse trabalho foi
identificar varia¢fes qualitativas entre gendtipos (BRS4107, BRS4105, BR5036, BR5037) e
condicdes edafoclimaticas dos cultivos do bacterioma endofitico do milho cultivado na regido
semidrida do Brasil, por meio do sequenciamento de nova geragdo do gene 16S rRNA presente
em raizes e colmos de milho cultivado em dois municipios (Serra Talhada e Araripina) do
Semiarido de Pernambuco. Os géneros de bactérias endofiticas de maior ocorréncia
encontrados em raizes e colmos de milho foram Leifsonia, Bacillus, Klebsiella e Streptomyces,
independentemente do gendtipo da planta ou das condi¢des edafoclimaticas do local de cultivo.
A composicdo da comunidade de bactérias endofiticas difere entre a raiz e o colmo, tendo a raiz
maior diversidade, provavelmente devido aos compostos excretados por ela. As condicGes
edafoclimaticas do local de cultivo tem grande influéncia na composicado das comunidades de
bactérias endofiticas em plantas de milho, provavelmente porque condicionam as comunidades
de micro-organismos nativas. Raizes e colmos de milho sdo colonizados, endofiticamente, por
comunidades de bactérias que abrigam géneros com relatos de capacidade de promogédo de
crescimento de plantas, como producdo de fitohorménios, supressdao de fitopatdgenos,
tolerancia a fatores abidticos, solubilizagdo de nutrientes e Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
(FBN).

Palavras-chave: Metagendmica. Zea mays L. Microbioma.



61

Qualitative composition of root and stem endophytic bacteria communities in maize
cultivated in a semi-arid region: influences of genotype and edaphoclimatic conditions

ABSTRACT

Maize is widely cultivated in different regions of the world, for consumption in human
and animal food and for the production of biofuels. Endophytic bacteria are present in the
different tissues of maize, forming complex interactions that can result in an increase in crop
productivity. A first step in managing these communities is understanding and defining the
plant microbiome. The objective of this work was to identify qualitative variations between
genotypes (BRS4107, BRS4105, BR5036, BR5037) and edaphoclimatic conditions of cultures
of the endophytic bacteriome of maize cultivated in the semiarid region of Brazil, through the
sequencing of a new generation of the 16S rRNA gene present in roots and corn stalks cultivated
in two municipalities (Serra Talhada and Araripina) in the semiarid region of Pernambuco. The
most frequent genera of endophytic bacteria found in corn roots and stalks were Leifsonia,
Bacillus, Klebsiella and Streptomyces, regardless of the plant genotype or the soil and climate
conditions of the place of cultivation. The composition of the endophytic bacterial community
differs between the root and the stem, with the root having greater diversity, probably due to
the compounds excreted by it. The edaphoclimatic conditions of the cultivation site have a great
influence on the composition of the communities of endophytic bacteria in maize plants,
probably because they condition the communities of native microorganisms. Corn roots and
stalks are colonized, endophytically, by communities of bacteria that harbor genera with reports
of ability to promote plant growth, such as phytohormones production, phytopathogen
suppression, tolerance to abiotic factors, nutrient solubilization and Biological Nitrogen
Fixation. (FBN).

Keywords: Metagenomics. Zea mays L. Microbiome.



62

4.1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos principais cereais produzidos no mundo, sendo
utilizado na alimenta¢do humana e animal, além do uso como matéria prima para producgéo de
biocombustiveis. E uma graminea tropical que apresenta sistema fotossintético C4,
caracterizado pela elevada eficiéncia fotossintética, e que tem alta demanda por nitrogénio (N),
nutriente que comumente se torna um fator limitante para expressdo de seu potencial produtivo
(SILVA; Da SILVA,; LIBADI, 2013). Em sistemas produtivos com alta utilizagdo de insumos,
0 nutriente geralmente é disponibilizado na forma de fertilizante mineral (TILMAN et al.,
2011), sujeito a baixa eficiéncia de uso pelas plantas e potencial causador de impactos
ambientais deletérios, em sua fabricacdo assim como por meio de processos de perdas
(STEHFEST; BOUWMAN, 2006). Em sistemas com baixa utiliza¢do de insumos, geralmente
nédo sdo utilizados fertilizantes nitrogenados, ficando a cultura dependente, principalmente, da
mineralizacdo da matéria organica do solo ou da biomassa de leguminosas consorciadas ou
cultivadas previamente. Assim como ocorre em plantas de outras familias, as gramineas
possuem em suas estruturas nichos ocupados por micro-organismos que formam uma grande e
complexa interacdo e que estabelecem beneficios, bem como interagcdes neutras ou prejudiciais.
Estes nichos se localizam na rizosfera (solo proximo a raiz), no rizoplano (superficies da raiz)
e na endosfera (tecidos internos da planta) (TURNER; JAMES; POOLE, 2013). Bacteérias
endofiticas estdo presentes em raizes, caules, folhas, flores e frutos, podendo apresentar
diversos mecanismos de promocao de crescimento de plantas como fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN), producdo de substancias promotoras do crescimento (ex. &cido indol-3-
acético), solubilizacdo de fosfatos inorganicos e promoc¢do de efeito antagdnico contra
fitopatdgenos (ANDRADE et al., 2014; ULLAH et al, 2017). Quando ocorrem
endofiticamente em gramineas, bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) nédo
causam danos e ndo condicionam a formacdo de sinais externos ou estruturas visiveis no
hospedeiro (MITTER etal., 2017; ALIBRANDI et al., 2020).

As BPCP podem apresentar um potencial para melhorar a eficiéncia de producao
vegetal, por isso € importante entender quais as variaveis que podem modular as interacdes
simbidticas e associativas entre a planta e os microrganismos (SACHS; SKOPHAMMER,;
REGUS, 2011). Um primeiro passo para esse entendimento é a definicdo clara do que é um
microbioma de raiz e colmo. Para se ter uma ideia, segundo Berg et al. (2015), a area de uma
folha pode ter um nimero muito menor de micro-organismos em relacdo a diversidade da

rizosfera mesmo que esta possua uma rica e diversificada microbiota, porém, em determinados
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compartimentos da planta, a comunidade presente desenvolve mecanismos especificos para
interagir nestes locais. Com estas interac@es, 0s micro-organismos podem modular a resposta
da imunidade inata da planta e que sdo conhecidos como endosfera (LUNDBERG et al, 2012;
ANDREOTE; GUMIERE; DURRER, 2014).

E fato que as plantas se beneficiam de muitas funcdes de seus microbiomas especificos
(SANTOS; OLIVARES, 2021). As plantas investem uma boa parte de suas fontes de carbono
na formacdo e manutencdo da microbiota. Moe (2013) afirma que plantas com diferentes
gendtipos podem liberar compostos com diferentes composi¢cdes promovendo microrganismos
com sinalizagdes e colonizacdes especificas. Dessa forma, genotipos distintos se comportam de
forma diferente em relacdo ao metabolismo da raiz, quanto a composi¢do de exsudatos
radiculares e suas respostas aos sistemas de reconhecimento e imunidade inata (BULGARELLI
et al., 2015). VariagOes desta natureza podem alterar a estrutura e a atividade do microbioma e,
consequentemente, atuar no crescimento, nutri¢do e resisténcia a estresses bidticos e abidticos.

Além dos efeitos dos genotipos, fatores biodticos e abidticos afetam diretamente a
microbiota das plantas e a composicao de qualquer 6rgao vegetal, tanto acima quanto abaixo
do nivel do solo (FIERER, 2017; HARDOIM et al., 2015). Os microrganismos que estdo
fortemente associados a uma determinada planta, espécie ou gendtipo, independente do solo e
das condigOes ambientais, sdo definidos como o microbioma central da planta (TOJU et al.,
2018). Interessantemente, alguns tdxons microbianos que ocorrem em baixa abundancia em um
numero reduzido de sitios sdo chamados de taxons satéelites (MAGURRAN; HENDERSON,
2003). Taxons satélites podem ser definidos com base na distribuicdo geogréafica, abundancia
local e especificidade de habitat (JOUSSET et al., 2017). A importancia dos tdxons satélites
estd sendo cada vez mais reconhecida, sendo considerados impulsionadores com fungdo chave
para o0 ecossistema. Estudos recentes demonstraram que taxons satélites ocorrendo em baixa
abundancia sdo essenciais para a redugdo de microrganismos invasores indesejados nas
comunidades do solo (MALLON et al., 2015).

O uso de alternativas biotecnoldgicas para aumentar a produtividade e aliviar estresses
bioticos e abidticos em cultivos ¢é a inoculacdo das plantas com BPCP, capazes de promover
efeitos positivos de crescimento na planta. No entanto, a microbiota naturalmente associada as
plantas desempenha papel importante no estabelecimento de bactérias inoculadas, assim, para
0 sucesso da inoculagdo € importante o estudo aprofundado da composicéo total e funcional do
microbioma, de suas variagdes de acordo com fatores bidticos e abidticos e de suas respostas a

diferentes praticas de manejo. Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo
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identificar variagOes qualitativas (entre genotipos e condigdes edafoclimaticas dos cultivos) do
bacterioma endofitico em diferentes tecidos (raiz e colmo) de milho cultivado na regido

semiarida do Brasil, por meio de analise metagendmica do gene 16S rRNA.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Caracterizacao dos locais e desenho experimental

Foram instalados dois experimentos em campo, em estagdes experimentais do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), localizadas nos municipios de Araripina e Serra Talhada,
ambos situados no Semiarido do Brasil. Os solos das areas experimentais sdo de classes
diferentes, com menor fertilidade em Araripina, local em que as temperaturas sdo ligeiramente
mais amenas, em consequéncia da altitude (Tabela 9). As diferencgas edafoclimaticas entre os
dois municipios refletem-se no tipo de vegetacdo nativa. Em Serra Talhada a vegetacédo nativa
é uma floresta tropical seca decidua, localmente chamada de caatinga, enquanto que em
Araripina a vegetacdo original & uma transicdo entre caatinga e savana (cerrado). O solo de
Araripina apresenta-se enriquecido em >N e empobrecido em *3C em relacéo aos solos de Serra
Talhada (Tabela 10), indicando a uma maior abertura do ciclo do N, com condicOes
edafoclimaticas (Tabela 9) que condicionam maior predominancia de processos de perdas em
Araripina, e um histérico de cultivo com gramineas C4 mais antigo em Serra Talhada (De
FREITAS et al., 2015).

Tabela 9: Caracterizacdo edafoclimatica das areas experimentais

PARAMETRO SERRA TALHADA ARARIPINA

Latitude 07°59°00”S 7°27°50°°S

Longitude 38°19’16"W 40°24°38°W

Altitude (m) 500 828

Precipitacdo (mm) 709 713

Temperatura maxima (°C) 35,9 32,7

Temperatura minima (°C) 17,2 12,8

Temperatura média (°C) 24,5 22,9

Umidade relativa média (%) 50 55,2

Evaporacdo potencial (mm) 1314 1139

Tipo de solo Argissolo vermelho Latossolo vermelho
amarelo, equivalente amarelo Distréfico
Eutrdfico

Topografia Plana Plana
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Os dois experimentos adotaram um delineamento em blocos casualizados, com 4
repeticbes, sendo que os tratamentos consistiram em quatro genotipos de milho (BRS 4107,
BRS 4105, BR 5036 e BR 5037). Os experimentos foram conduzidos durante a estacéo
chuvosa, sob condicdo de sequeiro, e ndo houve a inoculagdo prévia de bactérias selecionadas.
A parcela experimental foi constituida de 4 fileiras de 4 m de comprimento, espacadas de 0,80
m, nas quais o milho foi semeado em covas espacgadas de 0,20 m. Como area util da parcela
foram utilizadas as duas fileiras centrais, desprezando-se 1 m em cada extremidade, para evitar

o efeito bordadura.

Tabela 10: Caracterizacdo quimica e fisica dos solos das areas experimentais

Local Serra Talhada Araripina

Camada (cm) 0-20 20-40 40-60 0-20 20-40 40-60
pH (H20) 6,5 6,4 6,9 4.4 4.4 4,6

N (%) 0,06 0,04 0,02 0,12 0,09 0,06
5 1N (%o0) 10,57 9,25 8,90 16,73 17,16 16,93
C (%) 0,71 0,50 0,27 1,67 1,40 0,99
5 13C (%o) -17,78 -18,10 -17,20 -25,01 -24,96 -24.42
C:N 11,8 12,5 13,5 13,9 15,5 16,5
P (mg/dm?) 98,7 90,0 86,0 2,0 1,0 1,0
Ca?" (cmolc/dm3) | 2,3 2,9 2,3 0,4 0,3 0,2
Mg?* (cmolc/dm?) | 1,7 1,9 1,2 0,5 0,6 0,5
Na* (cmolc/dmd) 0,1 0,1 0,3 0,0 0,0 0,0
K™ (cmolc/dm3) 0,9 0,5 0,4 0,0 0,0 0,0
A (cmolc/dm3) | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
H™ (cmolc/dm?) 1,2 0,5 0,5 2,8 2,2 1,5

S (cmolc/dm?) 5,0 5,4 4,1 1,0 0,9 0,7
CTC (cmolc/dm®) | 6,1 59 4.6 43 3,8 2,7
V (cmolc/dmd) 81,0 91,7 89,7 23,3 25,0 25,7
m (cmolc/dmd) 0,0 0,0 0,0 34,3 38,3 42,3
Dap (g/cmd) 1,4 1,4 1,4 1,3 1,4 1,3
Dr (g/cm?®) 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
Areia grossa (%) | 31,7 38,3 38,7 53,3 53,3 48,7
Areia fina (%) 43,0 41,0 43,0 26,0 23,7 26,3
Silte (%) 15,3 10,7 8,3 4,0 2,3 3,0
Argila (%) 10,0 10,0 10,0 16,7 20,7 22,0

Amostras de solo deformadas foram coletadas para a caracterizagdo das propriedades
quimicas e fisicas (Tabela 10) das areas onde os experimentos foram conduzidos. O manejo da
correcdo e adubacao do solo foi realizado de acordo com a analise quimica do solo de cada area.
Nos dois experimentos foram utilizados 70 kg ha™ de ureia, sendo 30 kg ha em fundacéo,

pouco antes da semeadura, e 40 kg ha® em cobertura, aos 40 dias apds a semeadura. Em
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Araripina foram aplicados 30 kg ha? de super fosfato simples (SFS, Ca(H2PO4)2 + CaSO..
2H,0) e 30 kg ha™ de cloreto de potassio (KCI), ambos em fundagio. Em Serra Talhada, foram
aplicados 10 kg ha™ de SFS e 20 kg ha de KCI.

4.2.2 Amostragem do material vegetal e esterilizacao superficial

Em 3 parcelas experimentais de cada experimento, foram coletadas 5 plantas, das quais
foram coletadas subamostras de raizes e colmos, formando amostras compostas para cada
gendtipo. Ainda no local da coleta, as amostras foram estocadas em frascos estéreis contendo
silica gel, que foram posteriormente transportados para o laboratério e armazenados em
temperatura ambiente até o inicio do processamento. Em laboratorio, o0 material vegetal foi
reidratado por 1 hora em &gua mineral estéril e, em seguida, foi realizada a esterilizagéo
superficial, pela imersdo em etanol 70%, por 1 min, seguida de imerséo em solugéo de
hipoclorito de sédio a 2.5% por 1 min. Apds a desinfestacdo, as amostras foram lavadas com
agua destilada estéril por 5 vezes. No total, foram analisadas 48 amostras, originadas de 3
repetices de dois compartimentos (raiz e colmo) de cada um dos 4 gendtipos, cultivados em

dois locais diferentes.

4.2.3 Extracao do DNA total das amostras

A lise celular do tecido vegetal foi realizada pelo processo de maceragcdo com almofariz
autoclavado e nitrogénio liquido. O DNA total foi extraido separadamente de cada amostra
usando o kit Qiagen DNeasy (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com as instru¢fes do
fabricante. As amostras de DNA resultantes foram verificadas quanto a integridade por
eletroforese em um gel de agarose a 1% e armazenadas a -20° C. O DNA total extraido estava

com uma conformacao de trés bandas, mostrando os diferentes niveis de condensagdo do DNA.

4.2.4 Preparagdo da biblioteca, amplificacédo e sequenciamento do DNA no Illumina
MiSeq.

A preparagdo da biblioteca foi feita de acordo com a metodologia do Illumina
(AMPLICON, CLEAN-Up; INDEX 2013). As sequencias de genes usadas foram das regides
hipervariaveis V3 e V4 do gene 16S rRNA produzindo um amplicon de aproximadamente

460pb. O protocolo Illumina inclui sequencias de adaptadores que foram anexados as
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sequencias dos pares de primers para obter a compatibilidade com os indexes e o

sequenciamento. As sequencias dos primers genes especificos usados neste protocolo foram:

Forward Primer = 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG, e
Reverse Primer = 5

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTA

ATCC (KLINDWORTH; PRUESSE; SCHWEER; PEPLLES; QUAST etal. (2013). A reacao
em cadeia da polimerase (PCR) que amplificaram estas regides foi realizada para cada amostra
de DNA usando estes primers unidos a uma sequéncia identificadora multiplex, seguindo os
protocolos padrdo recomendados pelo fabricante. Para cada amostra, amplicons foram gerados
em varias PCR replicadas usando uma mistura (25uL) contendo 5 pL de cada primeis com
concentracdo de 1uM, de 2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems, Wilmington,
MA USA), e 5 ng/uL do DNA molde. O programa de PCR consistiu numa desnaturacao inicial
de 95 °C por 3 min; 25 ciclos de 95 °C por 30 seg; 55 °C por 30 seg; 72 °C por 30 seg de
extensdo e 72 °C por 5 min de extensdo final. Os amplicons do mesmo tratamento foram
agrupados para reduzir a variabilidade da PCR e purificados usando AMPure XP beads
(Beckman Coulter, IN USA) de acordo com a instrucdo do fabricante. Apos a limpeza da PCR,
foi realizada uma quantificacdo usando o Qubit 4.0 ((Thermo Fisher Scientific). A mistura
contendo Nextera Index Primers 1 e 2 (5uL) por amostra, 2x KAPA HiFi Hotstart ReadyMix
(25 pul), DNA (5 ul) and PCR 4agua ultra pura (10 pl) para um total volume de 50 pl. O programa
de PCR neste passo consistiu numa desnaturacéo inicial de 95 °C por 3 min, seguido de
8 ciclos of desnaturagéo a 95 °C por 30 s, anelamento a 55 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por
30s, e uma extensdo final de 72 °C por 5 min. Os amplicons foram limpos como descrito
previamente. Apos a limpeza, a biblioteca de amplicons foram quantificadas usando Qubit 4.0,
visualizadas em gel de agarose 2% e coradas com SybrGold, observou-se a presenca de dimeros
e tivemos que fazer uma nova limpeza usando a concentracéo de beads a 0.6X para eliminar 0s
dimeros e requantificou os amplicons e observamos o desaparecimento dos dimeros na
biblioteca. A biblioteca foi quantificada, normalizada e agrupada. A concentracdo final da
biblioteca desnaturada de 20 pM foi de 8 pM e usou a solucdo de Pre-chilled HT1 e como
controle foi usado 5% de Phix a 4nM e sequenciada no ilumina MiSeq da plataforma do
Laboratério de bioinformatica e biologia Evolutiva — LABBE, Departamento de Genética —

Centro de Ciéncias da Saude - Universidade Federal de Pernambuco.
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4.2.5 Analise de Bioinformatica de Sequéncias Metabarcodificadoras

Com os dados obtidos, as amostras foram separadas em dois modelos (Tabela 11) para
andlises de Bioinformaética, isso foi necessario devido a qualidade do material genético obtido
nas extracoes e amplificacdes, sendo excluidas das anélises aquelas que apresentaram um baixo
naimero de sequéncias. No MODELO 1 foi usado gen6tipos versus tecidos, ou seja, a influéncia

da genética no tecido estudado, no caso raiz e colmo cultivados em Serra Talhada.

No MODELO I, foi usado a anélise da gendtipos versus local de plantio, ou seja, a
influéncia do local em fung8o da area plantada. Foram utilizados somente os dados da raiz de
dois genodtipos (BR 5036 e BR 5037) das duas localidades onde os experimentos foram
instalados (Araripina e Serra Talhada), e a analise feita para esse Modelo foi a comparacgéo

entre Genética x Local.

Tabela 11: Amostras dos gendtipos/orgaos estudados em cada MODELO

Nome da amostra Localizacéo Genotipos Orgaos
MODELO I

Gl.R Serra Talhada BRS4107 Raiz
G3.R Serra Talhada BRS4105 Raiz
G6.R Serra Talhada BR 5036 Raiz
G7.R Serra Talhada BR 5037 Raiz
Gl.C Serra Talhada BRS4107 Colmo
G3.C Serra Talhada BRS4105 Colmo
G6.C Serra Talhada BR 5036 Colmo
G7.C Serra Talhada BR 5037 Colmo
MODELO Il

G6.A Araripina BR 5036 Raiz
G7.A Araripina BR 5037 Raiz
G6.ST Serra Talhada BR 5036 Raiz
G7.ST Serra Talhada BR 5037 Raiz

4.2.6 Analise de Bioinformatica

As sequéncias brutas de DNA, extraidas das amostras de milho, foram processadas
usando o software Mothur v.1.44.3 (SCHLOSS et al., 2009) com o objetivo de avaliar e analisar
a diversidade bacteriana total das amostras. As sequéncias forward e reverse foram combinadas,
a partir do comando make.contigs(). Posteriormente, foram cortadas por meio do comando

screen.seqs(), removendo sequéncias fora da faixa de 440-465 nucleotideos, com qualquer
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ambiguidade e/ou com um nUmero maior que 8 homopolimeros. Por meio do comando
unique.segs(), as sequéncias de caracteristicas idénticas foram agrupadas. Em seguida, as
mesmas foram alinhadas com a base de dados SILVA 138.1 apds um PCR virtual performado
com os primers 341F-805R. O alinhamento resultante foi submetido aos comandos
screen.seqs() e filter.seqs() para remover sequéncias de mau alinhamento e colunas pouco
informativas. Com isso, as sequéncias foram sujeitas ao comando pre-cluster(), com o
parametro “diff=2". As sequéncias quiméricas foram detectadas e removidas a partir do método
chimera.vsearch(), com parametro “dereplicate=T". A classificagéo foi feita usando a base de
dados RDP v.18 (julho, 2020) como referéncia, empregando 80% de limite de confianca, e
aqueles classificados como cloroplastos, mitocondrias, Archaea, Eukarya ou desconhecidos
foram retirados. As demais sequéncias de alta qualidade foram agrupadas em unidades
taxonémicas operacionais (OTUs) usando dist.seqs(), seguido pelo comando cluster() com um
corte de dissimilaridade de sequéncia de 3%; todos os singletons foram removidos por meio do
comando split.abund(). A normalizacdo de sequéncias foi aplicada, separadamente, nos dois
datasets (4.126 sequéncias), através do método sub.sample(), visando manter a0 maximo o
desenho experimental original e a qualidade no nimero das sequéncias. Com isso, cada dataset
foi organizado, de forma distinta, em uma matriz de abundancia de OTUs, por meio da funcdo
make.shared(). A partir desse ponto, foram gerados indices de alfa diversidade, curva de
rarefacdo e abundancia relativa das classificagdes taxonémicas. Tais dados de cada conjunto

foram exportados do Mothur, a fim de serem aplicados nas analises de estatisticas.

4.2.7 Analises Estatisticas

Utilizando o software Past v4.06 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001), as analises
estatisticas referentes a abundéncia relativa de taxons e indices de alfa diversidade foram
realizadas através do método ANOVA de duas vias, onde os fatores foram genética e localidade.
O teste de normalidade foi realizado em ambos datasets, pelo método de Shapiro-Wilk. Para
analisar a beta diversidade dos datasets, um escalonamento multidimensional ndo métrico
(nMDS) foi feito a partir da matriz de OTUs, utilizando o indice de dissimilaridade de Bray-
Curtis, juntamente com o0s metadados registrados na coleta das amostras. Para confirmacéo
estatistica dos nMDSs, foi realizada uma PERMANOVA de duas vias. No software R, a

homocedasticidade dos dados foi verificada por meio do teste de Levene. O teste de Tukey foi
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aplicado em dados com resultado homocedastico; ja dados heterocedasticos foram submetidos
ao teste de Games-Howell.

Uma analise discriminante linear de tamanho de efeito (LEfse) foi realizada visando
identificar organismos indicadores de comunidade, bem como explicar diferengas de taxons
apontados em cada par de fatores. A analise foi feita utilizando a matriz de OTUs, exportada
do Mothur, como entrada para o software LEfSE (SEGATA et. al., 2011), hospedado no

Huttenhower lab Galaxy server (disponivel em: http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/).

Por fim, através do software Cytoscape (SHANNON et al., 2003) em conjunto com o
plugin CoNet (FAUST; RAES, 2016), redes de coocorréncia foram geradas utilizando os
métodos de correlacdo de Pearson e Spearman, juntamente com a dissimilaridade de Bray-
Curtis, para o célculo de distancia das linhas de interacdes, aplicadas a matriz de OTUs. Para
montagem das redes finais também foram utilizadas, em conjunto com a correcdo de
Bonferroni, matrizes de randomizagdo com scores de bootstrap e permutacdo. Além disso,
visando manter uma alta qualidade nas redes, as linhas de interacdo que se encontravam fora da

distribuicdo de bootstrap e permutacdo foram filtradas.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Diversidade de bactérias endofiticas em raizes e colmo de quatro gendtipos de milho

cultivados em Serra Talhada

De acordo com da curva de rarefacdo (S1) referente ao Modelo 1, mostrou que 4126
sequéncias foram suficientes para se cobrir alfa diversidade presente nos genotipos de milho e
0s 6rgdos raiz e colmo na regido de Serra Talhada, sertdo de Pernambuco. Dos genétipos
estudados, os que maior numero de OTUs foi 0 gen6tipo BR 5037 para a raiz mostrando ter
uma cobertura de alfa diversidade maior que os demais genoétipos e também em relacédo ao
colmo desse genotipo, entretanto, vale ressaltar que, o nimero de classificacdo taxonémica ou
de individuos conseguem chegar a exaustdo. O nimero de OTUs d& um a estimativa de
espécies. Para 0 Modelo Il a curva de rarefagdo (S2) também mostrou que 4126 sequencias

foram suficientes para se fazer a cobertura da alfa diversidade dessas amostras.

A alfa diversidade de bactérias endofiticas entre os diferentes gendtipos (BRS 4107,
BRS 4105, BR 5036 e BR 5037) de milho cultivados em Serra Talhada (Figura 1.A) foram
significativamente diferentes (teste de Richness, p = 0,0186), considerando a riqueza de


http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/
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espécies nas amostras. Em todos os gendtipos avaliados, a quantidade de Unidades
Taxondmicas Operacionais (OTUs) foi superior a 300, com destaque para o genotipo BR 5037,
que apresentou maior diversidade alfa. Ainda de acordo com esse indice, a alfa diversidade de
bactérias endofiticas entre os diferentes tecidos (raiz e caule) também foi significativamente
diferente (p = 0,0002), assim como a interacdo entre gendtipos e tecidos da planta (p = 0,0293).
O ndmero de OTUs de raiz foi superior ao de colmo, em todos 0s genotipos, e esse, por sua
vez, foi similar para todos os gendtipos. O genotipo BR 5037 apresentou a maior discrepancia
do numero de OTUs entre raiz e colmo, sendo na raiz encontrado o dobro do colmo.

A diversidade beta, estimada pelo teste de Shannon (Figura 1.B) ndo variou entre os
diferentes gendtipos, entretanto houve diferenca significativas (p = 0,00003) entre os tecidos e
para a interacdo (p = 0,0183), com as raizes apresentando 0s maiores valores. Assim como no
teste anterior, 0 genétipo BR 5037 se destacou por apresentar a maior diferenca entre os

compartimentos avaliados.
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Figura 1: Alfa diversidade de bactérias endofiticas em diferentes gendtipos e compartimentos
de plantas milho cultivados em Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (MODELO I).
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4.3.2 Diversidade de bactérias endofiticas em raizes de dois gendtipos de milho cultivados

em diferentes condig¢des edafoclimaticas
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A avaliacdo do efeito do local de cultivo sobre a diversidade de bactérias endofiticas foi
feita apenas para os genotipos BR 5036 e BR 5037, devido a baixa amplificacdo das demais
amostras. A diversidade alfa de bactérias endofiticas em raiz variou entre os dois genotipos (BR
5036 e BR 5037) de milho e de acordo com o local de cultivo (Figura 2.A) (teste de Richness,
p = 0,0493). Em Serra Talhada, as raizes do genétipo BRS 5023 apresentaram maior
diversidade, enquanto que o gendétipo BR 5036 apresentou um comportamento similar para as
duas localidades. A quantidade de OTUs dos tratamentos avaliados foram superiores a 400,
chegando a 800 para o genétipo BR 5037 quando cultivado em Serra Talhada. Para a
comparacdo feita entre locais de cultivo (Araripina e Serra Talhada) ndo houve diferencas
estatisticas. Pelo teste de Shannon (Figura 2.B) ndo foi encontrada diferenca da alfa diversidade
de bactérias endofiticas de raizes de milho, tanto para a comparacdo entre 0s gendtipos e

localidades onde os cultivos ocorreram, quanto para a interagéo.

Figura 2: Alfa diversidade de bactérias endofiticas em diferentes gendtipos e compartimentos
de plantas milho cultivados em Araripina e Serra Talhas de Pernambuco, Brasil (MODELO
Cll).
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Shannon
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Para a beta diversidade de bactérias endofiticas em diferentes gendtipos e tecidos de
milho cultivados em Serra Talhada (Figura 3.A) néo foi observada diferenca significativa entre
genotipos nem da interacdo. No entanto, foi observado significAncia entre os compartimentos
(6rgdos) avaliados (p < 0,01). Foi observado que, para 0 colmo ambas as variedades se
agruparam, com baixa diversidade de bactérias endofiticas. Nas raizes houve maior diversidade
entre as amostras, isso é refletido pela distribuicdo mais espacada dos pontos dentro do plano,
ocupando uma maior area. Vale destacar que os gendtipos BR 5036 e BR 5037 apresentaram
uma maior dispersdo de seus pontos dentro desse plano.

Quando a comparacdo da beta diversidade foi feita em relacdo as duas localidades para
os dois gendtipos de plantas, considerando apenas um compartimento (Figura 3.B), verificou-
se que ndo houve diferenca entre os gendtipos e interacdo ndo foi significativa. Ja para a
comparacdo entre locais, houve significancia (p < 0,001), observou-se que os dois gendtipos
apresentaram maior diversidade quando cultivados em Serra Talhada que quando cultivados

em Araripina.
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Figura 3: Beta diversidade de bactérias endofiticas em diferentes genotipos e compartimentos

de plantas milho cultivados em Araripina e Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (MODELOS |
ell).
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4.3.3 Abundancia relativa de géneros de bactérias endofiticas de maior presenca em raizes

e colmo de diferentes gendétipos de milho cultivados em Serra Talhada

A classificacdo das unidades taxonémicas do milho cultivado em Serra Talhada é
mostrada na Figura 4, na qual se observa a abundancia relativa dos 15 géneros de bactérias
endofiticas mais presentes nos diferentes genétipos e compartimentos das plantas de milho. O
género Leifsonia foi o mais predominante nos diferentes compartimentos das quatro variedades
de milho estudadas, apresentando diferencas significativas entre os compartimentos avaliados,
porém, ndo foi observada diferenca entre gendétipos e nem efeito da interacdo. A maior
predominancia desse género foi na raiz para ambos os gendtipos, tendo uma participacdo de
quase 40% do total de bactérias presentes na raiz do genotipo BR 5037. O género Bacillus foi
0 segundo mais presente nas amostras, diferindo estatisticamente entre os compartimentos, mas
sem diferencas entre gendtipos nem efeito da interagdo. A maior participacdo desse género foi
na raiz para os quatro genotipos. Em terceiro lugar ficou Klebsiella, que apresentou diferengas
de abundancia relativa apenas entre os compartimentos, que foi maior na raiz que no colmo. O
quarto género mais abundante foi Streptomyces, cujas abundancias relativas foram maiores nas
raizes que no colmo, nas ndo diferiram entre os gendtipos e sem efeito da interacéo entre eles.

Nas amostras também foi observada a presenca de Bradyhizobium, Paenibacillus,
Enterobacter e Sphingomonas, sem diferencas de abundancias entre gendtipos e locais de
cultivo, assim como sem efeito da interacdo entre esses fatores. Em menores quantidades foi
observada a presenca de Pseudomonas, Acinetobacter, Geobacillus, Enterococcus e
Mycobacterium, todos com maior abundéncia relativa nas raizes para 0s quatro genotipos de
milho.

Nesses tratamentos ainda foi observado a presenca de Rhastonia, apresentando
significancia entre genotipos, estando ausente somente no genotipo BR 5037. Para a
comparagédo entre compartimentos e interacdo ndo foi constatado significAncia para esse género.
Outro género presente foi o Sthaphylococcos, sendo estatisticamente diferente entre
compartimentos e também na interacdo, a comparacdo entre genotipos ndo se observou

significancia.
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Figura 4: Abundancia relativa dos 15 géneros bactérias endofiticas de maior presenga em diferentes gendtipos e compartimentos de plantas milho
cultivados em Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (MODELO 1).
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4.3.4 Abundancia relativa de géneros de bactérias endofiticas de maior presenca em raizes

de gendtipos de milho cultivados em Araripina e Serra Talhada.

A abundancia relativa dos 15 géneros de bactérias endofiticas de maior presenca em
raizes de dois genotipos de milho cultivados em Araripina e Serra Talhada € mostrada na Figura
5. O género de maior presenca nas comunidades observadas foi Leifsonia, com participacéo de
quase 30% nas raizes do genétipo BR 5036 cultivado em Araripina. Nao foram observadas
diferencas significativas entre locais de cultivo, entre genotipos e nem houve interacao entre 0s
dois fatores. Para a ocorréncia de Klebsiella, Bradyhizobium, Pseudomonas, Acinetobacter,
Enterococcus, Paenibacillus, Ralstonia, Staphylococcus e Sphingomonas também ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre locais nem entre genétipos.

Para a abundancia dos géneros Bacillus, Streptomyces, Geobacillus e Enterobacter
houve efeito dos gendtipos ou do local de cultivo. Os géneros Bacillus e Enterobacter foram
mais abundantes nas raizes do milho cultivado em Araripina, para ambos os genotipos. O
género Streptomyces foi mais abundante no genétipo BR 5037 cultivado em Serra Talhada;
Geobacillus, com diferenca significativa entre os locais, sendo mais abundante nos genotipos

quando cultivados em Araripina.
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Figura 5: Abundancia relativa dos 15 géneros bactérias endofiticas de maior presenca em raiz
de dois gendtipos milho cultivados em Araripina e Serra Talhada, Pernambuco, Brasil
(MODELO 11).
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4.3.5 Core da microbiota presente em gendtipos de milho

Na figura 6 esta representado o Grafico de Core no qual se dispde a classificacdo das
bactérias endofiticas com ocorréncia de 80% a 100% em todas as amostras de colmo e de raiz
das quatro variedades de milho cultivadas em Serra Talhada. Em ambas as representacdes o
anel interior € referente ao filo e o anel exterior representa a maior classificacdo obtida pela
unidade taxonémica, chegando em alguns casos a género. Para raiz, foi verificado um total de

54 OTUs presentes, sendo a sua grande maioria dos filos Proteobacteria, Firmicutes e
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Actinobacteria, e em menor gquantidade estavam Chloroflexi, Cyanobacteria e Bacteroidetes.
Do filo da Proteobacteria se destacou os Pseudomonas, Acinetobacter, Klebsiella e Acidibacter.
Do filo Firmicutes a maior predominancia foram Bacillus, Bacillaceae e Staphylococcus. Ja no
filo Actinobacteria se destacaram Leifsonia, Streptomyces e Microbacteriaceae. Nas amostras
de colmo foram verificados 65 OTUs, sendo a grande maioria também pertencentes aos filos
Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, € em menor quantidade Chloroflexi e
Cyanobacteria. Do filo Proteobacteria a predominancia foram de Sphingomonas, Pseudomonas,
Klebsiella e Acidibacter. Do filo Actinobacteria a predominancia foi de Streptomyces,
Micromonosporaceae e Leifsonia. J& para o filo Firmicutes a maior ocorréncia foram de

Bacillus e Bacillaceae, seguidos pelo Staphylococcus.
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Figura 6: Ocorréncias de géneros de bactérias endofiticas em geno6tipos milho cultivados em Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (MODELDO 1).
Anel interior referente aos filos. Anel exterior referente a maios unidade taxonémica obtida. Letras: (c) — Classe; (0) — Ordem; (f) — Familia; (g) —
Género. Numeros :1; 2; 3 e 4 se refere ao numero de ocorréncias nas OTUs diferentes. A cor se refere ao filo especifico
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4.3.6 Coocorréncia de bactérias endofiticas presentes em gendtipos de milho

A coocorréncia/interacao entre as bactérias endofiticas presentes em amostras de raizes
de milho cultivado em Serra Talhada é mostrada na Figura 7. As bactérias se agruparam em
relacdo as interagcOes entre os individuos, chegando a ocorrer interagcdo entre grupos. Observa-
se que a maior predominancia foi da Leifsonia por se mostrar mais abundante (o bald&o mais
inflado) em relacdo as demais. Para esse grupo de individuos s6 foram observadas relacdes
positivas (linhas verdes), com destaque para as relacdes entre o Bradyrhizobium, Dictybacter,
Ktedonobacterales e Paraburkholderia, e também entre Streptomycetaceae, Enterococcus,
Pseudomonas e Acinetobacter, que apresentaram as relagdes mais intensas (linha mais espessa).
Paraburkholderia foi 0 género que apresentou o maior nimero de interacdo (baldo com a borda
mais espessa) com unidades taxonémicas dentro daquela rede.

Para colmo, a rede de coocorréncia/interacdo entre as bactérias endofiticas presentes em
de plantas de milho cultivado em Serra Talhada é mostrada na Figura 8. Nessa rede a Leifsonia
também se mostrou como o género mais abundante (baldo mais inflado), seguido por Klebsiella.
Foi verificada a presenca de relacdo negativa entre micro-organismos, com destaque para a Leifsonia
que apresentou maior nimero de relagcdes e mais intensas, principalmente com Enterobacter.
Também foram verificadas relacfes negativas da presenca de Bradyrhizobium e Streptomyces
com outros organismos daquela rede, assim como entre Acinetobacter e Klebsiella e entre
Bacillaceae e Pantoea.

A rede de coocorréncia/interacdo entre as bactérias endofiticas presentes em raiz dos
dois genotipos de milho cultivados em Araripina e Serra Talhada sdo mostradas nas Figuras 9
e 10, respectivamente. Em ambos os locais Leifsonia foi 0 género mais abundante, apresentando
relagdo negativa com Bacillaceae, apenas em Araripina. Os agrupamentos de Araripina foram
mais espacados, formando grupos mais definidos, diferente do que ocorreu em Serra Talhada,

onde 0s grupos apresentaram mais interacées entre si.
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Figura 7: Rede de coocorréncia/interagdo de bactérias endofiticas em raiz de gendétipos milho cultivados em Serra Talhada, Pernambuco, Brasil
(MODELDO I). Tamanho do baldo se refere a abundancia da unidade taxondmica em relagdo aos demais. A cor do baldo se refere ao
agrupamento. Espessura da borda significa uma maior interagdo com outros individuos. Linha verde se refere a relacdo positiva e a vermelha
relacdo negativa. A espessura da linha se refere a intensidade da interacdo. Letras: (k) — Reino; (p) — filo; (c) — Classe; (0) — Ordem; (f) — Familia;
(g) — Género.
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Figura 8: Rede de coocorréncia/interacdo de bactérias endofiticas em colmo de genédtipos milho cultivados Serra Talhada, Pernambuco, Brasil
C(MODELO I). Tamanho do baléo se refere a abundéncia da unidade taxonémica em relagcdo aos demais. A cor do baldo se refere ao agrupamento.
Espessura da borda significa uma maior interacdo com outros individuos. Linha verde se refere a relacdo positiva e a vermelha relacdo negativa. A
espessura da linha se refere a intensidade da interacdo. Letras: (k) — Reino; (p) — filo; (c) — Classe; (0) — Ordem; (f) — Familia; (g) — Género.
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Figura 9: Rede de coocorréncia/interagdo de bactérias endofiticas em raiz de dois genotipos milho cultivados em Araripina, Pernambuco, Brasil
(MODELDO II). Tamanho do bal&o se refere a abundancia da unidade taxonémica em relagcéo aos demais. A cor do baléo se refere ao agrupamento.
Espessura da borda significa uma maior interagdo com outros individuos. Linha verde se refere a relacéo positiva e a vermelha relagéo negativa. A
espessura da linha se refere a intensidade da interacdo. Letras: (k) — Reino; (p) — filo; (c) — Classe; (0) — Ordem; (f) — Familia; (g) — Género.
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Figura 10: Rede de coocorréncia/interacdo de bactérias endofiticas em raiz de dois gendtipos milho cultivados em Serra Talhada, Pernambuco,
CORBrasil (MODELO I1). Tamanho do baldo se refere a abundancia da unidade taxonémica em relagdo aos demais. A cor do bal&o se refere ao
agrupamento. Espessura da borda significa uma maior interacdo com outros individuos. Linha verde se refere a relagdo positiva e a vermelha
relacdo negativa. A espessura da linha se refere a intensidade da interacéo. Letras: (k) — Reino; (p) — filo; (c) — Classe; (0) — Ordem; (f) — Familia;
(9) — Género.
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4.3.7 Comparacdo das bactérias endofiticas presentes em diferentes compartimentos,

genotipos e locais de cultivo de milho

O cladograma de comparacdo de bactérias endofiticas presentes em raiz e colmo de
diferentes variedades de milho cultivados em Serra Talhada est4 disposto na Figura 11.
Observa-se a predominancia dos filos Actinobactéria, Deltaproteobacteria e Betaproteobacteria
nas amostras de raiz. Nas amostras de colmo, os filos predominantes foram Firmicutes e
Gamaproteobacteria, sendo que este Ultimo também apresenta abundancia significativa nas
amostras de raiz (Figura 11).

Quando se compara os diferentes gendtipos e tecidos das plantas quanto a
predominancia dos filos, observa-se pouca diferenca entre os genotipos de milho se a avaliacédo
é feita para os dois tecidos da planta (raiz e colmo) separadamente (Figura 12). Em raizes do
milho, o filo Betaproteobacteria € predominante no gendtipo BR 5036; no gendtipo BRS 4105
os filos que apresentaram maior predominancia sdo Clostridia e Hydrogenophilalia; e no
gendtipo BR 5037 predominou o filo Bacteroidetes. Para esse compartimento nao foi observado
significancia para o genétipo BRS 4107 (Figura 12.A). Para colmo (Figura 12.B), a
predominancia foi dos filos Betaproteobacteria e Pseudonocardialis, no gendtipo BR 5036, e
do filo Pseudonocardialis, no gendtipo BRS 4107. Os demais genotipos ndo apresentaram

predominancia significativa.
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Figura 11: Cladograma por analise de LEfSE comparando as bactérias endofiticas de raiz e colmo de gen6tipos milho cultivados em Serra

Talhada, Pernambuco, Brasil (MODELUO I).
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Figura 12: Cladograma por analise de LEfSE comparando as bactérias endofiticas de raiz e colmo em relagdo aos genotipos milho cultivados em

Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (MODELDO I).
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Quando se compara locais de cultivo sobre a predominancia de filos de bactérias
endofiticas de raiz dos dois gendtipos de milho (Figura 13), observa-se diferencas significativas.
Em Serra Talhada a predominéncia foi dos filos Proteobacteria e Acidobacteria, em Araripina,
a predominancia foi dos filos Firmicutes, Cyanobacteria e Bacteria. Quando se compara 0s
gendtipos de milho, de maneira geral ha pouca diferenca entre os filos presentes. Em Serra
Talhada (Figura 14.A), a predominancia no gen6tipo BR 5036 foi dos filos Betaproteobacteria
e Clostridia, ja no genétipo BR 5037 foi dos filos Bacteroidetes e Thermoleophilia, as demais
unidades taxon6micas tiveram predominancia similar em ambos o0s gendtipos, nado
apresentando significancia. Em Araripina (Figura 14.B) a predominancia no genotipo BR 5036
foi dos filos Alicyclobacillaceae e Rubrobacteria, e no genétipo BR 5037 a predominancia foi
do filo Thermomonosporaceae, sendo a presenca das demais unidades taxonémicas similares

para os dois genotipos avaliados.



Figura 13: Cladograma por anélise de LEfSE comparando as bactérias endofiticas em raiz de genétipos milho cultivados em Araripina e Serra
Talhada, Pernambuco, Brasil (MODELO lII).
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Figura 14: Cladograma por andlise de LEfSE comparando as bactérias endofiticas de raiz de
dois genotipos milho cultivados em Araripina e Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (MODELO
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4.4 DISCUSSAO

Com o aumento da demanda por alimentos e a necessidade de se reduzir 0s impactos ao
meio ambiente e 0s custos da producéo agricola, é cada vez mais importante o entendimento
das interagOes plantas e micro-organismos, que pode facilitar a identificacdo e 0 manejo de
micro-organismos com atributos de promocéo de crescimento de plantas.

A alfa diversidade das amostras do MODELO | mostrou que o genotipo BR 5037 possui
maior riqueza de espécies, pelos dois indices aplicados (Richness e Shannon). De maneira geral,
as raizes apresentaram uma maior riqueza quando comparadas com o colmo, com destaque para
0 compartimento raiz do genétipo BR 5037, que apresentou a maior alfa diversidade. Esses
resultados corroboram a observacdo que a maior riqueza de bactérias endofiticas é encontrada
em isolados de raiz que em isolados de caule e folha de um hibrido de milho em diferentes
estagios de crescimento (MARAG; SUMAN, 2018). Para o colmo, foi verificado uma
homogeneidade entre os diferentes gendtipos. Quando se compara os tecidos de dois gendtipos
(MODELDO II) observam-se diferencas quando aplicado o teste de Richness, com genotipo BR
5037 cultivado em Serra Talhada se sobressaindo, diferentemente do MODELO |, em néo
foram observadas diferencas entre tecidos das plantas.

Em uma analise geral, foi observada uma baixa variabilidade da composicdo das
comunidades bacterianas (beta diversidade) nas amostras de milho cultivado em Serra Talhada,
avaliadas no MODELO | (Figura 3.A), sendo o fator tecido da planta (raiz e colmo) mais
determinante que o fator gendtipo da planta. Foi verificada uma separacédo entre raiz e colmo,
sendo a area coberta pela raiz maior que a de colmo, ou seja, a beta diversidade da raiz é maior
que a de colmo, e esse por sua vez apresenta uma comunidade bacteriana mais parecida entre
0S genotipos.

E possivel verificar o efeito do local de cultivo sobre a composicéo das comunidades de
bactérias endofiticas nas raizes dos dois gendtipos de milho (MODELO II). A comunidade de
bactérias € mais homogénea em Araripina e mais diversificada em Serra Talhada (Figura3.B).
Os dois locais de cultivo apresentam diferentes condi¢Ges edafoclimaticas, sendo Serra Talhada
mais arida que Araripina (Tabela 9) e apresentando um solo Argissolo Amarelo, mais fértil que
0 Latossolo Amarelo de Araripina, mais acido. Tais diferencas condicionam diferentes
comunidades de bactérias nativas nos solos (KE et al., 2018). Com isso, é possivel afirmar que
a comunidades de bactérias endofiticas é influenciada pelas bactérias nativas dos solos, e estas
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por sua vez sdo determinadas pelo tipo de solo e condi¢des edafoclimaticas (ROESCH et al.,
2007).

A abundancia relativa dos 15 géneros mais presentes nos dois modelos (I e 11) adotados
nesse estudo mostrou uma predominancia do género Leifsonia (Figuras 4 e 5). As espécies desse
género sdo Gram-positivas e nutricionalmente exigentes, crescem muito lentamente em meios
de cultura complexos (QUECINE et al., 2016). Geralmente estao presentes nos vasos do xilema
das plantas, podendo se movimentar e ser encontrada até no mesofilo e nas células da bainha
do feixe que circundam o sistema vascular (QUECINE et al., 2016). N&o ha relatos na literatura
de efeitos maléficos do género Leifsonia em plantas de milho. No entanto, a espécie de bactéria
fastidiosa Leifsonia xyli subsp. xyli é o patégeno causador do raquitismo-da-soqueira em cana-
de-acucar, uma importante doenca de colmo, que causa reducdo significativamente da altura
das plantas, do diametro do colmo e do peso do colmo, refletindo diretamente na reducdo da
produtividade de canaviais em todo o mundo (QUECINE et al., 2016; ZHU et al., 2017; GUO
etal., 2019; CASTRO-MORETTI et al., 2021). Os géneros Bacillus, Klebsiella e Streptomyces
também tiveram participacdo expressiva nas amostras avaliadas. Diversos trabalhos mostram
os efeitos benéficos de espécies desses géneros na promocdo de crescimento de plantas de
milho. O género Bacillus tem importante contribuicbes na FBN (LOBO; dos SANTOS;
RIGOBELO, 2019; de AQUINO et al., 2019), producédo de AIA e solubilizacdo de P
(ABEDINZADEH; ETESAMI; ALIKHANI 2018; RIBEIRO et al., 2018), além da supressdo
de fitopatégenos (MUGIASTUTI et al., 2020). Algumas espécies de Klebsiella ja tiveram a
comprovacao como bactéria promotora de crescimento de plantas, com a producdo de AlA,
amonia, sider6foros e FBN (YANG; YANG, 2020). Mowafy et al. (2021) verificaram um
aumento significativo do vigor de mudas de milho quando inoculadas conjuntamente com
estirpes de Bacillus e Klebsiella. A inoculagcdo de milho e trigo cultivados em solo salino com
Klebsiella variicola resultou na melhoria da germinacdo de sementes, comprimento de raiz,
altura da parte aérea e teor de clorofila, além da melhoria da salinidade, como resultado da
secrecdo de osmolitos e a mudanca no pH da salinidade para a neutralidade (KUSALE et al.
2021). Por outro lado, a espécie Klebsiella pneumoniae KpC4 foi recentemente identificada
como agente causador da podriddo superficial bacteriana em plantas de milho (HUANG et al.,
2019). N&o foram identificados sintomas de doencas nas plantas utilizadas nesse trabalho, de
que se deduz que essa espécie ndo estava presente ou ndo foi capaz de manifestar sua
patogenicidade. Para Streptomyces também ha diversos trabalhos que mostram os seus efeitos
benéficos quando inoculadas em plantas de milho, como o aumento da eficiéncia do fitomanejo

de solos contaminados com hidrocarbonetos (BAUNCE et al., 2019) e metais pesados (AL-
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HUQAIL; EI-BONDKLY, 2021), biocontrole de fungos e bactérias fitopatogénicas
(BOUKAEW et al., 2019; BOUKAEW; PETLAMUL; PRASERTSAN, 2020; AL-HUQAIL;
EL-BONDKLY, 2021; TRAN et al., 2021), solubilizacdo de P (MOHAMMED, 2020),
tolerancia a seca (WARRAD et al., 2020), estresse salino (NOZARE et al., 2021), producéo de
AlA e FBN (WAHYUDI et al., 2019).

O género Bradyrhizobium também esteve presente nas amostras avaliadas nos dois
modelos, porém ndo apresentando significancia nas variaveis analisadas. Cavalcanti et al.
(2020) observaram que Bradyrhizobium spp. isolados de raiz de milho promoveu a
solubilizacdo de fosfato tricalcico em meio solido, e o desempenho no campo da estirpe
Bradyrhizobium sp. ESA 114 foi comparavel ao da cepa comercial de Azospirillum brasilense
Ab-V5, apresentando os mesmos rendimentos de gréos, e rendimentos maiores que o controle
absoluto e que o tratamento nao inoculado com adubo nitrogenado. Outros géneros de bactérias
promotoras de crescimento de plantas também foram observados, mas em menores proporgoes,
como Pseudomonas (RANA et al., 2021), Acinetobacter (ABBAS et al., 2020), Enterobacter,
Staphylococcus (CHINAKWE; MBEREDE; NGUMAMH, 2019), Enterococcus (MELLO et al.,
2020) e Paenibacillus (ABDEL LATEF et al., 2020; LI; LI; CHEN, 2021). Foi identificado
também a presenca do género Ralstonia, para o qual ha relatos de espécie fitopatogénica
(Ralstonia solanacearum), causadora da murcha bacteriana em diversas espécies de plantas,
como tomate (LING et al., 2020), batata (UWAMAHORO et al., 2020), banana (RAMIREZ;
NEUMAN; RAMIREZ, 2020) e fumo (AHMED et al., 2022). N&o ha relatos na literatura de
problemas causados por essa espécie em milho. Para todos os géneros foi observada maior
predominéncia na raiz (Figura 4), que pode ser atribuida a maior deposicdo de diferentes
compostos excretados pelas plantas nesse tecido (PHILIPPOT et al., 2013).

Para a ocorréncia dos filos nos diferentes tecidos das plantas foi verificado uma maior
presenca de OTUs no colmo (65 OTUs), a raiz (54 OTUs) apresentou uma maior diversidade
de géneros (Figura 6). Em ambos os compartimentos da planta, houve a predominancia dos
filos Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, sendo observados ainda, porém em menores
proporcdes, Chloroflexi e Cyanobacteria, além de Bacteroidetes, sendo este presente apenas no
compartimento raiz. Esses achados corroboram trabalho desenvolvido por Correa-Galeote,
Bedmar e Arone (2018), que também verificaram presenca dos filos Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi e Cyanobacteria (em ordem

decrescente de predominancia) dentro de raizes de plantas de milho.
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Nas redes de coocorréncia é possivel observar as interaces entre os individuos que
compdem as comunidades bacterianas avaliadas. No geral, o género Leifsonia foi o que mais
predominou em todos os cenarios avaliados, apresentando varias interacdes negativas quando
presente no compartimento colmo nas plantas cultivadas em Serra Talhada (Figura 8) e uma
interacdo negativa no compartimento raiz de plantas cultivadas em Araripina (Figura 9). Mesmo
estando presente em todas as andlises, as plantas de milho ndo mostraram nenhum sinal de
doenca causada por espécies do género Leifsonia. No entanto, esse género teve mais influéncia
negativa em relacdo aos outros géneros presentes no colmo, sendo necessario mais estudos para
avaliar os efeitos dessas interagdes. Por outro lado, alguns estudos mostram os efeitos benéficos
da Leifsonia sp. na promocdo de crescimento de plantas de milho, promovendo aumento da
biomassa seca da parte aérea e de raiz, além de aumento do didmetro do caule (CERQUEIRA
et al., 2015).

Por meio do cladograma apresentado na Figura 11, é possivel observar os diferentes
filos de bactérias endofiticas que estdo mais enriquecidos nos compartimentos avaliados para o
Modelo I. Nota-se que a predominancia dos filos é distinta nesses compartimentos. Na raiz, a
predominancia € dos filos Actinobacteria, Delta e Betaproteobacteria, enquanto que no colmo
a predominancia é dos filos Firmicutes e Gamaproteobacteria, sendo este Gltimo também
presente no compartimento raiz. Quando a avaliacdo e feita comparando os gendétipos do milho
(Modelo 1), observam-se poucas diferencas dentro de cada compartimento (Figura 12). Na raiz,
para o genotipo BRS 4105, a predominancia é dos filos Hydrogenophilalia e Clostridia; para o
genotipo BR 5036, é do filo Proteobacteria; e para o genétipo BR 5037, é do filo Bacteroidetes.
Para esse compartimento, ndo houve diferencas significativas observadas para o genétipo BRS
4107. Para o colmo, apenas o gendtipo BR 5037 apresentou diferenca signivicativa, com
predominancia do filo Betaproteobacteria. Para a comparacao entre locais em que o milho foi
cultivado, considerando apenas o compartimento raiz (Modelo I1), observa-se que em Serra
Talhada ha a predominancia de bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria, enquanto que em
Araripina a predominancia é dos filos Firmicutes, Cyanobacteria e Bacteria (Figura 13). Mais
uma vez, esse resultado sugere, que o ambiente esta condicionando a comunidade de bactérias
endofiticas nesses gendtipos, como ja relatado anteriormente. Quando se comparam 0S
genotipos de milho, ndo sdo observadas diferencas significativas, principalmente quando
cultivados em Araripina (Figura 14). J4 em Serra Talhada, observou-se a predominancia do filo
Betaproteobacteria no genotipo BR 5036, e dos filos Bacteroidetes e Thermoleophilia para o
gendtipo BR 5037.
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4.5 CONCLUSAO

Os géneros de bactérias endofiticas de maior ocorréncia em raizes e colmos de milho
sdo Leifsonia, Bacillus, Klebsiella e Streptomyces, independentemente do genétipo da planta
ou das condicdes edafoclimaticas do local de cultivo.

A composicdo da comunidade de bactérias endofiticas diferem entre os compartimentos
raiz e colmo, tendo a raiz maior diversidade, provavelmente devido aos compostos excretados
por ela.

A microbiota nativa tem grande influéncia na composicao das comunidades de bactérias
endofiticas em plantas de milho.

As comunidades de bactérias endofiticas de plantas de milho ndo inoculadas abrigam
géneros com relatos de capacidade de promocéo de crescimento de plantas, como producdo de
fitohorménios, supressdo de fitopatdgenos, tolerdncia a fatores abidticos, solubilizacdo de
nutrientes e FBN.

O genotipo do milho ndo tem influéncia significativa sobre a composicdo das

comunidades de bactérias endofiticas em suas raizes e colmos.
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S1. Curva de rarefagdo para a Alfa Diversidade de bactérias endofiticas em diferentes
gendtipos e compartimentos de plantas milho cultivados em Serra Talhada, Pernambuco,
Brazil (MODELDO I).

Rarefaction Curve — Dataset 1
(4126 sequences comparing Genetics and Organs)
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S2. Curva de rarefagéo para a Alfa Diversidade de bactérias endofiticas em diferentes
genotipos e compartimentos de plantas milho cultivados em Araripina e Serra Talhas de
Pernambuco, Brazil (MODELO II).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com o crescente aumento da popula¢do mundial a demanda pela producéo de alimentos
é cada vez maior, sendo necessario cada vez mais a aquisicdo de fertilizantes nitrogenados
industrial, que consequentemente traz danos severos ao meio ambiente. Com isso, é cada vez
mais urgente o desenvolvimento de tecnologias ecologicamente corretas na producéo agricola,
e a utilizacdo de micro-organismos endofiticos tem ganhado um papel de destaque na
agricultura moderna, ndo s6 pela disponibilizacdo de nitrogénio, mas também, pela capacidade

de alguns endéfitos em promover o crescimento de plantas.

Nesta pesquisa, as informacoes a respeito da FBN em plantas de milho e a identificacdo
da comunidade endofitica presente em diferentes compartimentos de diferentes genétipos de
milho, refutaram as hip6teses mostrando o efeito positivo da associacdo de bactérias endofiticas
nativas do solo com plantas de milho cultivadas em diferentes condicGes edafoclimaticas,

chegando as seguintes consideracgoes:

1. Os gendtipos de milho recomendados para maior produtividade para a regidao Nordeste do
Brasil apresentam potencial para se beneficiar da FBN, o que pode refletir na reducdo da
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados industriais pelos produtores. Porém, os %Ndda sdo
impactados pelas condi¢des edafoclimaticas e estresse hidrico.

2. A técnica da abundancia natural do *°N, apesar de ser de utilizacdo mais dificil em
gramineas que em leguminosas, pode indicar gen6tipos de milho com maior aptiddo de se
beneficiar da FBN, informacdo atil em programas de melhoramento vegetal da cultura.

3. Os géneros de bactérias endofiticas de maior ocorréncia em raizes e colmos de milho sdo
Leifsonia, Bacillus, Klebsiella e Streptomyces, independentemente do gendtipo da planta
ou das condicdes edafoclimaticas do local de cultivo.

4. A composicdo da comunidade de bactérias endofiticas diferem entre os compartimentos
raiz e colmo, tendo a raiz maior diversidade, provavelmente devido aos compostos
excretados por ela.

5. A microbiota nativa tem grande influéncia na composicdo das comunidades de bactérias
endofiticas em plantas de milho.

6. As comunidades de bactérias endofiticas de plantas de milho ndo inoculadas abrigam
géneros com relatos de capacidade de promogéo de crescimento de plantas, como producgéo
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de fitohorménios, supressao de fitopatdgenos, tolerancia a fatores abioticos, solubilizagdo
de nutrientes e FBN.
7. O genotipo do milho ndo tem influéncia significativa sobre a composicado das comunidades

de bactérias endofiticas em suas raizes e colmos.
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