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Rizobios endofiticos em cana-de-agicar (RB92579) consorciada a leguminosas de graos
em solo com longo historico de exploragio canavieira

RESUMO GERAL

Rizobios sdo bactérias conhecidas por infectar raizes de leguminosas, formando nédulos onde
fixam o N atmosférico de maneira mais eficiente que as bactérias diazotréficasque colonizam
as gramineas. Diversos trabalhos relatam a presenca de rizébios no interior das raizes de
gramineas, assim como a cana-de-agticar. Nao se sabe se esses organismos exercem fungdes
benéficas para as plantas, mas, se forem capazes de atuar como bactérias promotoras de
crescimento, essa associagdo rizobios-gramineas pode representar uma possibilidade de
desenvolvimento de tecnologias baseadas em bioinsumos, ou em manejos mais independentes
de fertilizantes quimicos. Os resultados obtidos até o momento sugerem que rizobios e outras
bactérias ndo nodulantes filogeneticamente relacionadas com eles representam um grupo de
micro-organismos que deve ser mais bem estudado no sentido da sua aplicagdo para culturas
da familia Poaceae. O objetivo deste trabalho foi prospectar e caracterizar populagdes de
rizobios associados a variedade de cana-de-agucar RB 92579, a mais utilizada no Nordeste do
Brasil, cultivada em solo com longo historico de exploragao canavieira, e avaliar o efeito do
consorcio dessa graminea com leguminosas nodulantes sobre essas populacdes, por meio de
isolamento, seguido de caracterizagdo genética e funcional. Foi montado um experimento no
municipio de Carpina-PE, Zona da Mata de Pernambuco, com tratamentos distribuidos em
blocos casualizados com quatro repeticoes, representando o cultivo solteiro e o consorcio da
cana-de-agiicar com diferentes espécies de leguminosas produtoras de graos (feijao-caupi,
amendoim e soja). Aos 5 meses apoOs o plantio da cana foi realizada a coleta de raizes jovens,
que foram maceradas em solugdo salina, onde o produto suspenso foi utilizado como
inoculante em ensaios de plantas iscas, utilizando as mesmas leguminosas dos consorcios. Os
i1solados obtidos a partir dos ndédulos formados foram caracterizados geneticamente, por meio
do sequenciamento do 16S rRNA, e fenotipicamente em meio Yeast mannitol agar (YMA).
Os isolados foram testados quanto a capacidade de promocgdo de crescimento, produgdo de
biomassa e de alterar pardmetros morfoanatomicos de raizes da cana-de-agicar, em
experimento de inoculacdo de mudas pre-brotadas. Também foi testada a capacidade dos
isolados em promover a promog¢ao de crescimento de leguminosas, em experimento em casa-
de-vegetacdo. No primeiro ensaio com plantas-iscas, s6 houve formacdao de nodulos em
feijdo-caupi inoculado com a suspensdo preparada a partir das raizes de cana cultivada em
consorcio com esta leguminosa. Este resultado indica a inexisténcia de populagdes de rizobios
com capacidade de nodular a soja e o amendoim nos tecidos da cana, além da necessidade do
cultivo do feijao-caupi para estimular a presenga de seus microssimbiontes nas raizes da
graminea, provavelmente por estimular as popula¢des naturalmente estabelecidas no solo.
Esses nodulos geraram uma colecdo de 20 rizobios autenticados, com baixa diversidade
fenotipica e genética, sendo 4 isolados classificados como Bradyrhizobium e 7 como
Rhizobium. Entre todos os isolados da colegdo, 55% solubilizaram fosfato de célcio e todos
foram capazes de produzir acido indolacético. A espessura do velame, do cortex e do sistema
vascular, bem como a densidade e comprimento de pélos radiculares da raiz da cana-de-
acucar foram influenciados positivamente com a inoculagdo. Dessa forma, a inoculagdo com
rizobios provenientes de raiz de cana-de-agucar ¢ promissora para um cultivo mais sustentavel
da cana-de-agucar.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas. Culturas energéticas. Rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas. Saccharum spp.



Endophytic rhizobia in sugarcane (RB92579) intercropped with grain legumes in soil
with a long history of sugarcane exploitation

GENERAL ABSTRACT

Rhizobia are bacteria known to infect legume roots, forming nodules, where these organisms
can fix atmospheric nitrogenmore efficiently than the diazotrophic bacteria that colonize
grasses. Several works report the presence of rhizobia inside the roots of grasses, as well as
occur in sugarcane. It is not known whether these organisms have beneficial functions for
plants, but if they can act as growth-promoting bacteria, the association with grassy rhizobia
may represent a great possibility for the development of technologies based on bioinputs, or
on more independent management of chemical fertilizers for the culture. The results obtained
so far suggest that rhizobia and other non-nodulating bacteria phylogenetically related to them
represent a group of microorganisms that should be better studied, regarding their application
to cultures of the Poaceae family. The objective of this work was to prospect and characterize
populations of rhizobia associated with the most used variety of sugarcane in Northeast
Brazil, cultivated in soil with a long history of sugarcane exploitation, and to evaluate the
effect of intercropping with nodulating legumes on these populations, through isolation,
followed by genetic and functional characterization. An experiment was set up in the
municipality of Carpina-PE, Zona da Mata de Pernambuco. The treatments were distributed in
randomized blocks with four replications, representing by single crop and the intercropping of
sugarcane with different species of grain-producing legumes (cowpea, peanut, and soybean).
At 5 months after sugarcane planting, non-lignified roots were collected, which were
macerated in saline solution and the suspension product was used as an inoculant in bait plant
trials, using the same legumes of the consortia. The isolates obtained from the formed nodules
were genetically characterized, through 16S rRNA sequencing, and phenotypically in YMA
medium. The isolates were tested for their ability to promote growth and biomass production
and to change morphoanatomical parameters of sugarcane roots, in a pre-sprouted seedling
inoculation experiment of legume growth in a greenhouse experiment. In the first trial with
bait plants, nodules were only formed in cowpea inoculated with the suspension prepared
from the roots of sugarcane cultivated in consortium with that legume. Results indicated the
lack of rhizobia populations capable of nodulating soybeans and peanuts in sugarcane tissues,
as well as demonstrating that cowpea cultivation was necessary to stimulate the presence of
their microsymbionts in grass roots, probably by stimulating populations naturally established
into the soil. These nodules generated a collection of 20 authenticated rhizobia, with low
phenotypic and genetic diversity, with 4 isolates classified as Bradyrhizobium and 7 as
Rhizobium. Among all the isolates in the collection, 55% solubilized calcium phosphate and
all were capable of producing AIA. The thickness of the canopy, cortex, and vascular system,
as well as the density and length of root hairs in the sugarcane root were positively influenced
by inoculation.

Keywords: Endophytic bacteria. Energy crops. Plant growth-promoting, Rhizobacteria.
Saccharum spp
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil hoje ¢ o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, sendo responsavel por 654,5
milhoes de toneladas destinados a producdo de 41,2 milhdes de toneladas de actcar e 29,7 bilhdes
de litros de etanol. Para atingir esses altos quantitativos, ¢ necessario ter uma grande area plantada
com a cultura e uma aplicacdo de um grande volume de fertilizantes para obter um aumento na
produtividade. No Nordeste, a variedade RB 92579 apresenta bons desempenhos, sendo firmada,
atualmente, como a variedade mais cultivada na regido, podendo atingir produtividades superiores a
140 Mg ha™".

O nitrogénio ¢ um dos nutrientes mais exigidos pela cultura de cana-de-agucar e ¢
responsavel por promover alongamento dos entrends, aumentar o perfilhamento e area foliar,
provocando consequentemente um maior acumulo de matéria seca, além de constituir papel
importante na formagdo da clorofila e na sintese de biomoléculas, como proteinas e acidos
nucleicos. Por outro lado, a utilizacdo de altas doses de nitrogénio aumenta a contaminagdo dos
recursos hidricos pela eutrofizagdo, utiliza recursos ndo-renovaveis para sua produgdo e gera custo
ao produtor, necessitando assim a utilizacdo de um manejo mais sustentavel.

A utilizagdo de micro-organismos que possuam a capacidade de captar o N, atmosférico e
converté-lo em formas assimildveis pelas plantas ¢ uma solucdo bastante eficaz e sustentavel para
esse problema. Esses organismos podem estar presentes em diversos compartimentos, dentre eles o
solo e mais especificamente, dentro da raiz das plantas. Conhecidas como diazotroficas, essas
bactérias possuem um complexo enzimatico chamado nitrogenase, responsavel pela redugdo do
nitrogénio. Algumas dessas bactérias quando associadas as leguminosas, possuem capacidade de
induzir a formacdo na raiz da planta uma estrutura denominada noédulo, local onde ocorre o
processo de fixagdo e recebem o nome de rizdbio. A eficiéncia dessa simbiose rizobio-leguminosa ¢
bastante conhecida e pode chegar a substituir 100% da adubagdo nitrogenada, como ¢ o caso da
soja.

Diversos trabalhos relatam a presenga de rizobios no interior da raiz de gramineas, assim
como a cana-de-actcar. Nao se sabe se esses organismos exercem fungdes benéficas para as plantas,
mas, se forem capazes de atuar como bactérias promotoras de crescimento, essa associagao rizobios
gramineas pode representar uma grande possibilidade de desenvolvimento de tecnologias baseadas
em bioinsumos ou em manejos mais independentes de fertilizantes quimicos para a cultura. Na
cana-de-agucar a inoculagao com rizobios pode promover modificagdes anatdomicas e morfoldgicas
em suas raizes. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi realizar uma prospec¢ao da ocorréncia,

caracteristicas, efeitos e condi¢des que afetam populacdes de rizébios endofiticos em raizes de
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cana-de-agtcar utilizando uma variedade tipicamente utilizada nos solos de Pernambuco. Esses
solos tém um longo historico de cultivo com cana-de-actcar, o que condicionou populagdes de
micro-organismos bastante especificas e, provavelmente, diferentes das existentes em solos com

cultivos mais recentes.

1.1 Hipoteses

1) A variedade de cana-de-agticar RB92579 cultivada em solo com longo histérico de exploracao
canavieira abriga populagdes de rizobios em suas raizes.

2) O cultivo de cana-de-agucar consorciado com diferentes leguminosas nodulantes estimula a
associa¢ao com diferentes populacdes de rizobios na variedade RB92579.

3) A cana-de-agucar de variedade RB 92579 possui relagdo associativa com rizobios que possuem
potencial de produzir substancias promotoras de crescimento em plantas.

4) A inoculagdo da variedade RB 92579 de cana-de-acticar com rizébios provoca modificacdes em
caracteristicas morfoanatomicas e histologicas das raizes, propiciando um melhor

desenvolvimento das plantas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Prospectar e caracterizar populagdes de rizobios associados a variedade de cana-de-agucar
RB 92579, a mais utilizada no Nordeste do Brasil, cultivada em solo com longo histérico de
exploragdo canavieira, e avaliar o efeito do consorcio com leguminosas nodulantes sobre essas

populagdes, por meio de isolamento seguido de caracterizagao genética e funcional.

1.2.2 Objetivos Especificos
e Isolar rizébios de raizes de cana solteira e em consorcio com leguminosas utilizando ensaios
com plantas iscas com diferentes espectros de especificidade para microsimbiontes;
e C(Caracterizar geneticamente os membros da colecdo por meio de sequenciamento de genes
16S rRNA e avaliar sua diversidade genética por BOX-PCR e GTG-5;
e Investigar o potencial de isolados em produzir substidncias promotoras de crescimento de

plantas;
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e Verificar a capacidade dos isolados em promover o crescimento de mudas de plantas pré-
brotadas (MPB) de cana-de-actcar da cultivar RB 92579 em casa-de-vegetagao;

e Verificar a capacidade dos isolados de nodular e promover o crescimento de espécies de
leguminosas;

e A inoculacdo da variedade RB92579 de cana-de-agucar com rizébios provoca modificacdes
em caracteristicas morfoanatdmicas e histoldgicas das raizes propiciando um melhor

desenvolvimento das plantas

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) ¢ uma graminea cultivada em larga escala no pais e ¢
considerada uma das mais importantes para a economia mundial, pois € responsavel pelo
fornecimento de matéria-prima para produgdo de diversos subprodutos, dentre eles, o actcar € o
etanol. Devido a alta quantidade disponibilizada dessa matéria-prima para a produgdao de
biocombustiveis, a cultura pode ser considerada como sua principal fonte de biomassa. Além disso,
por ser uma planta C4, possui uma alta taxa de conversdo fotossintética, proporcionando maior
acimulo debiomassa.

O cultivo da cana-de-acgticar sob manejo convencional segue um padrao caracterizado pelo
uso extensivo do solo e de fertilizantes quimicos. Atualmente, existe uma maior preocupacao dos
produtores com o meio ambiente, o que motivou a ado¢do de um manejo mais sustentdvel. Em
relacdo a necessidade de adubagdo nitrogenada, a cana-de-acicar requer a aplicagdo de altas
quantidades de fertilizantes para que apresente a produtividade esperada. Esses altos volumes
podem ser minimizados com a utilizagdo de micro-organismos que fornegam o nutriente a planta.
Fatores como praticas de cultivo, monocultura ou rotagdo de cultivos, tipo defertilizacdo, entre
outros, podem afetar o microbioma associado ao solo e as plantas, afetando a densidade
populacional e automaticamente os beneficios que essa populagao traz para o solo e para a cultura.

Os micro-organismos que fazem parte do microbioma podem desempenhar fungdes
diversas, como: alivio do estresse abiotico do hospedeiro; defender os hospedeiros do estresse
bidtico (patogenos); e auxiliar o hospedeiro nutricionalmente através do aumento do nitrogénio,
fosforo, ferro, e outros nutrientes. Essas fun¢des podem ser consideradas como mecanismos diretos
e indiretos. Os mecanismos diretos de promog¢do de crescimento vegetal sdo baseados em tragos
funcionais como: sintese de fitohormdnios como o 4cido 3-indol acético, nitrogénio atmosférico

catalisada pela enzima nitrogenase e solubilizacdo de nutrientes insoliiveis como os fosfatos. Jaos



17

mecanismos indiretos estdo envolvidos no estabelecimento destas relagdes simbidticas, como a
protecao do hospedeiro contra pragas e fitopatogenos e estresses abidticos, como metais pesados e
salinidade.

Dessa forma, ¢ de fundamental importancia o estudo de comunidades de micro-organismos
que desempenhem algum tipo de mecanismo de promogdo de crescimento que possa auxiliar no
desenvolvimento da cana-de-actcar e conseguir minimizar a quantidade de fertilizante nitrogenado
utilizado na cultura. Nesse trabalho, foi estudada a comunidade de rizobios associados a cana-de-
acucar endofiticamente, bem como alguns mecanismos diretos de promog¢do de crescimento € a

influéncia dos isolados na produtividade da cana-de-acucar.

2.1 Aspectos gerais da cultura da cana-de-acucar

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma graminea de metabolismo fotossintético C4
(Poaceae) originaria do continente asiatico. No Brasil, as primeiras mudas foram plantadas nas
Capitanias de Sao Vicente e Pernambuco, em 1522 e trazidas da Ilha da Madeira, por Martim
Afonso de Souza. A escolha desta planta pelos portugueses estd relacionada ao fato de que
apresenta crescimento rapido (em 1 ano ocorre o primeiro corte) e a adaptacdo as condigdes
edafoclimaticas do nordeste brasileiro (ZUANAZZI; MAYORGA, 2010).

Gramineas de metabolismo fotossintético C4 evoluiram primariamente nos tropicos e se
adaptaram a elevadas intensidades luminosas e altas temperaturas. Devido a utilizacdo mais
eficiente do CO,, realizam a mesma taxa de fotossintese das plantas C3, porém com uma menor
abertura estomatica, podendo ser duas a trés vezes mais eficientes em relacao ao desenvolvimento
vegetativo. Por esse motivo, apresentam potencial de alta producdo de biomassa (MACKINDER,
2018; WANG et al., 2019). Além da importancia na alimentagdo humana e de animais, apresentam
grande interesse para utilizagdo como culturas energéticas (LIMA et al., 2014) e sdao matérias-
primas ideais para produ¢do de etanol e outros biomateriais combutiveis. No Brasil, este potencial
ja vem sendo bem utilizado desde a crise do petrdleo com o cultivo da cana-de-agticar para
producdo de etanol.

Em termos regionais, o Brasil apresenta dois periodos distintos de safra de cana-de-agucar:
de setembro a margo no Norte-Nordeste e de abril a novembro no Centro-Sul, produzindo, assim,
etanol durante praticamente o ano todo. Contudo, ¢ necessario que essa produgdo leve em conta os
temas ambientais e sociais como parte das pautas de desenvolvimento. Queimadas, uso da agua e
uso intensivo de agroquimicos, sao questoes que devem ser discutidas e analisadas, a fim de que
sejam geradas medidas que possam mitigar os impactos da expansdo da cultura canavieira. O Brasil

¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar, além da producgdo de etanol e agtcar, as unidades de



18

producdo t€m buscado operar com maior eficiéncia, at¢é mesmo com geracdo de energia elétrica,
auxiliando na redugdo de custos e contribuindo para a sustentabilidade da atividade (IEA, 2022).

Atualmente, a produtividade média da cultura da cana-de-agtuicar no Brasil esta por volta de
68,78 toneladas de colmos frescos por hectare e a adicdo média de fertilizantes nitrogenados ¢ de 60
kg de nitrogénio por hectare (CONAB, 2021). Para a safra 2021/22, estima-se 568,43 milhdes de
toneladas, apresentando reducao de 13,2% em relacao a safra anterior. A area colhida esta estimada
em 8,26 milhdes de hectares, queda de 4,1% se comparada com a safra 2020/21. Na Regido
Nordeste ha uma redugdo de 13,6% na area a ser colhida, com um estimativa de aumento de 4,6%
na produtividade, o que deverd resultar em uma producdo de 43,7 milhdes de toneladas, 9,7%
menor que aquela observada na ultima safra e também ha perspectiva de reducdo na area em
producao entre essas duas ultimas temporadas, devendo sair de 849,7 mil hectares em 2020/21 para
733,8 mil hectares nesta safra (CONAB, 2021).

Para que se possa obter uma alta produtividade de cana-de-agiicar no campo ¢ necessario um
alto volume de mudas e um aumento no uso de maquinas para plantio, manejo e colheita. Na
mesma propor¢ao que isso se intensifica no campo, a ocorréncia de falhas se torna mais frequente,
aumentando o risco de difusdo de pragas e doencas e potencializando a competicdo por agua e
nutrientes em areas comerciais (LANDELL et al. 2012). Para que o setor se mantenha produtivo, ¢
necessario inovar e buscar alternativas que aumentem a produtividade e a longevidade dos
canaviais, porém que reduzam os custos. A partir destas necessidades, surgiu um novo sistema de
producdo de mudas prébrotadas (MPB) de cana-de-actcar, desenvolvido pelo Instituto Agrondmico
de Campinas (IAC), que consiste em brotar mini-toletes com gemas, extraidos de colmos-semente,
provenientes de viveiros base com plantas de 6 a 10 meses de idade. Segundo LANDELL et al.
(2013), MPB de cana-de-agucar ¢ um sistema de multiplicacdo que contribuirda para a rapida
producdo de mudas, associando elevado padrao de fitossanidade, vigor e uniformidade de plantio.
Esse sistema melhora a uniformidade nas linhas de plantio e, consequentemente, a redugcdo de

falhas, por conta da padronizagdo das mudas em viveiros comerciais.

2.2 Nutri¢ao nitrogenada da cana-de-acicar

O nitrogénio ¢ um dos nutrientes que estdo diretamente relacionados com a produtividade
das culturas, sendo absorvido em maior quantidade pela cana-de-agucar nas formas idnicas de
nitrato ¢ amoénio (NOs™ e NHy"), tendo baixa disponibilidade principalmente em solos tropicais e
subtropicais. Sua deficiéncia causa clorose nas folhas mais velhas e a diminui¢do da atividade

meristematica da parte aérea, perfilhamento da area foliar e longevidade das folhas (DO VALE et



19

al., 2011). Além disso, em situacdes de deficiéncia de N, decresce o teor de umidade da planta,
diminuindo a qualidade do caldo, aumentando o teor de fibra e diminuindo a concentracdo de
sacarose no colmo, pois ocorre acimulo de agucares nas folhas e aumento da relacao folha: colmo.
Sob excesso de N, ocorre seu acimulo no colmo, piora a qualidade do caldo e atrasa a maturacao
(CARNAUBA, 1990).

O suprimento do N via fertilizante ¢ um dos itens mais significativos dentro do custo total de
producao da cana-de-agucar. Esse fato € especialmente critico no Brasil, onde ha forte dependéncia
das importagdes de fertilizantes nitrogenados, sendo que, no caso da uréia, a expectativa, segundo o
Ministério da Agricultura, ¢ que as importagdes poderdo chegar a 2 milhdes de toneladas ao ano,
sendo atualmente, o montante importado de 600 mil toneladas por ano (MAPA, 2022). No Brasil, a
cana-de-acticar é cultivada com doses relativamente baixas de N (90-120 kg ha™) enquanto que em
outros paises produtores, como a China, as quantidades aplicadas na cultura podem ser 300%
superiores (350 kg ha™") as doses empregadas no Brasil (DONG et al., 2018). Mesmo assim, no pais
acana-de-aciicar ¢ responsavel pelo consumo de 14% dos fertilizantes usados na agricultura
brasileira, incluindo os fertilizantes nitrogenados, que apresentam baixa eficiéncia de utilizagao,
geralmente ndo ultrapassando 40% das doses aplicadas (PEREIRA, 2011).

A queima da palhada, os colmos retirados, perdas do fertilizante nitrogenado em processos
como lixiviacdo, desnitrificagdo e volatilizagdo da amoénia, sdo formas em que o nitrogénio ¢
retirado do campo. Em variedades de cana-de-actcar cultivadas sob irrigagdo plena em
Pernambuco, a cana-planta acumula, em média, 179 kg ha™ de N, sendo a exportagio média pelo
colmo de 92 kg ha™, correspondendo a 51% de todo o nutriente extraido na parte aérea (OLIVEIRA
et al., 2010). Como resultado da expressdao genética, influenciada pela deficiéncia ou toxicidade dos
nutrientes, cada variedade de cana-de-agucar pode apresentar eficiéncias nutricionais distintas, com
maior ou menor resposta a determinados nutrientes e, consequentemente, influenciar a conversao de
matéria seca (DO VALE et al., 2011). Segundo algumas pesquisas, a relagdo percentual entre
quantidade exportada e extraida pode variar de 18 a 70% (OLIVEIRA et al., 2010).

Nesse contexto de alta demanda de N pela cana-de-agucar, estudos pioneiros sobre a
associagdo de bactérias fixadoras de N, nesta cultura ganharam alta relevancia cientifica desde seu
descobrimento (DOBEREINER e ALVAHYDO, 1959). Considerando todo o potencial de beneficio
econdmico na reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados na cana-de-agucar, varios esforcos da
pesquisa cientifica tém sido direcionados para se obter uma melhor eficiéncia da fixacao biologica

de N (FBN) para essa cultura.
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2.3 Micro-organismos associados e bactérias promotoras de crescimento de

plantas

Os micro-organismos associados as plantas estabelecem diferentes tipos derelagdes, desde
mutualistas até o parasitismo. Essas relagdes podem ocorrer como simbiose ou endossimbiose com
diferentes graus de proximidade com as raizes e outros tecidos das plantas (CAVALCANTI et al.,
2020; PORTO et al., 2020).

As relagdes mutualistas, onde ha um beneficio mutuo entre a planta e os micro-organismos
associados, tém sido bastante estudadas e constituem foco de diversos trabalhos. Em muitos casos,
o sucesso de uma culturapode estar vinculado diretamente a estes tipos de relacoes (BATISTA et
al., 2018).

E na rizosfera onde ocorre a maioria das interagdes entre o solo e os micro-organismos. Essa
regido ¢ composta por trés unidades que interagem entre si: a planta, o solo e os micro-organismos e
¢ um hotspot considerado o ecossistema mais complexo do planeta. Devido a gama de compostos
que sao liberados pelas plantas, os exsudados, a rizosfera apresenta um habitat ideal para os micro-
organismos, que os utilizam em seu metabolismo e crescimento microbiano. Nela existe uma
comunidade complexa de microbios que sdo distintos do solo circundante e estima-se que existam
centenas de milhares de espécies diferentes (SALEEM et al, 2018; HANEY et al., 2018).

A interacdo dos micro-organismos com as plantas pode ocorrer dediferentes formas: micro-
organismos de vida livre localizados na matriz do solo rizosférico; associados a superficie da raiz da
planta ou rizoplano; e os que se encontram dentro dos tecidos da raiz, nos espagos intercelulares ou
intracelulares. Este ultimo grupo de micro-organismos ¢ conhecidocomo endofiticos (SANTOYO et
al., 2016; RHO et al., 2017).

Grande parte destes micro-organismos apresenta genes que conferem capacidade metabdlica
pararealizar reagdes complexas de forma espontdnea, como ¢ o caso dos micro-organismos
diazotroficos, que, ao serem utilizados na agricultura, contribuem para a reducdo no uso dos
fertilizantes quimicos em diversas culturas (CAVALCANTI et al.,2020; JENSEN et al., 2020).

Os micro-organismos associados as plantas podem promover uma série de beneficios. No
caso das bactérias benéficas, sdo referidas na literatura como bactérias promotoras de crescimento
de plantas (BPCP). As BPCP sao fundamentais para odesenvolvimento vegetal e podem atuar para
beneficio das plantas de diversasformas, direta ou indiretamente, seja favorecendo a obtengao de
nutrientes,sintetizando compostos, atenuando e prevenindo as plantas de doenga ou mesmo
aliviando efeitos adversos provenientes de seca e salinidade do solo (KUMAR et al.,2020;

ABDELAAL etal., 2021).
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As BPCP podem ser classificadas dependendo de sua localizagdo na planta e nas células do
hospedeiro em dois tipos: um primeiro grupo de BPCP sdo as presentes no ambiente extracelular,
encontradas na rizosfera e rizoplano ou nos espacos intercelulares das células do cortex radicular
(PGPR, na sigla em inglés para “plant growth promoting rhizobacteria”) e um segundo grupo sdo as
encontradas em estruturas especializadas da raiz, como no caso dos nddulos de leguminosas
(HERRIDGE et al., 2022).

Essas bactérias apresentam uma série de caracteristicas ou tracos metabolicos que sao
responsaveis pela modulacdo e alteragdes positivas na fisiologia da planta. No topico a seguir serdo

apresentados alguns tragos de promogao de crescimento vegetal.

2.4 Caracteristicas metabodlicas de BPCPs responsaveis pela modulacio e

alteracoes positivas

Fixacao biolégica de nitrogénio

O nitrogénio ¢ um nutriente fundamental para todas as culturas, necessario para a sintese de
biomoléculas, como proteinas e acidos nucleicos. Embora constitua maior parte dos gases da
atmosfera, o N, ndo ¢ assimilavel pelas plantas sendo necessdria a quebra de sua tripla ligacdo e
conversao a amoOnia. Para impedir a deficiéncia e garantir altas produtividades no campo, ¢ comum
o uso de fertilizantes quimicos contendo este elemento (OLIVEIRA et al., 2018). No entanto, BPCP
diazotréficas realizam a FBN, processo que converte o N, em sua forma amoniacal (NH3), sendo
este disponivel para a absor¢do vegetal (ZGADZAJ et al., 2016). O processo de FBN ¢ catalizado
pela enzima nitrogenase, composta por proteinas codificadas por genes nif (ANGEL et al., 2018).
Outro grupo de genes relacionados a FBN, os genes nod, estdo presentes em bactérias diazotréficas
conhecidas como rizobio, que possuem a capacidade de, ao se associar com plantas da familia
Fabaceae, induzirem a formagdo de uma estrutura especializada denominada de nédulo. Essa
relagdo simbiotica entre rizobio e leguminosa sera mais detalhada adiante, ja que ¢ um dos temas

estruturais do presente trabalho.

Solubilizacao de fosfatos
No Brasil, o fésforo ¢ um nutriente limitante para o desenvolvimento das plantas, devido a
sua caracteristica de se fixar na matriz do solo, ficando indisponivel para absor¢dao. O elemento ¢

requerido em grandes quantidades pelas culturas, pois faz parte da estrutura dos acidos nucléicos e
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fosfolipidios, estd presente na molécula de ATP, além de ser um elemento chave para diversas
reacoes metabolicas (SARABIA et al., 2018; QIAO etal., 2019). Alguns micro-organismos sao
capazes de transformar o fosforo insoltivel emions absorviveis pelas plantas, por meio de processos
de solubilizacdo do fosforo inorganico e mineralizacdo do fosforo orgéanico presente no solo. As
BPCP solubilizadoras de fosforo realizam este processo através da secre¢ao de acidos orgénicos de
baixo peso molecular (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). A mineralizagio, por sua vez, ocorre apos
a decomposi¢do da matéria organica presente no solo, da qual restard uma série de moléculas
organicas contendo o P, as quais sdo desfosforiladas por BPCP produtoras de fosfatases (LIMA et

al., 2021; ALEMNEH et al., 2021; ANTUNES et al., 2022).

Produciao de sideroforos

Quando o ferro estd em baixa concentracdo no solo, as BPCP desempenham um importante
papel, pois disponibilizam o ferro para as plantas. Elas secretam moléculas chamadas de
sideroforos, que possuem baixo peso molecular e alta afinidade com ions de ferro, que sequestram
fons férricos (Fe™) presentes no solo, e apésserem transportadas para o interior celular, sdo
reduzidos a ions ferrosos (Fe'?), tornando-se disponiveis para a absor¢do vegetal (DIMKPA, 2016;

Ll et al., 2016).

Producao de fitormonios

Os reguladores de crescimento vegetal sdo classificados em grupos, sendo os mais comuns:
auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e acido abscisico (BAETZ & MARTINOIA, 2014).As
auxinas participam dos processos de tropismo, dominancia apical, diferenciacao tecidual, formacao
de raizes epélos radiculares. O composto mais conhecido ¢ o acido indol-3-acético (AIA),
sintetizado naturalmente por plantas e bactériase estd envolvido diretamente no desenvolvimento
vegetal, podendo estimular processos de alongamento, divisdo e diferenciagdao celular e sua
producao estd associada a resposta aos exsudados, fontes de triptofano, produzidos pela rizosfera
vegetal (COMPANT et al., 2019; GOUDA et al., 2018; KUMAR et al., 2020; LIMA et al., 2021;
ANTUNES et al., 2022). A producao de AIA ¢ o principal mecanismo em relagdo aos efeitos das
BPCP (SILVEIRA et al., 2016). Acredita-se que as RPCP produtoras de AIA sdo facilmente
isoladas do solo para utilizacdo na agricultura como biofertilizantes (VISHWAKARMA et al.,
2020). Genes relacionados a producao de giberelinas e citocininas também sao encontrados em
BPCP; porém, o papel destes compostos eos mecanismos dessa produgdo ainda ndo sdototalmente
compreendidos (ABHILASH et al., 2016). Nesse quesito, também encontramos trabalhos com

resultados positivos em relacdo a producao de giberelina por bactérias do género Sphingomonas, em
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que foi constatado aumento significativo no tamanho de brotos, raizes e conteudo clorofilico de
tomateiros (KHAN et al., 2014) e através da inoculagdo de Bacillus subtilis em alface, que
evidenciaram um aumento de concentragdo enddgena de citocinina, além de um maior tamanho dos

brotos e raizes das plantas inoculadas (ARKHIPOVA et al., 2005).

Inducao de resisténcia sistémica

Os beneficios das BPCP ndo se limitam apenas as bactérias. Em um trabalho desenvolvido
por Sharma e Sharma (2017), usou-se uma combinacdo do fungo Rhizophagus irregularis e
bactérias promotoras de crescimento Pseudomonas jessenii cepa R62 e Pseudomonas synxantha
cepa R81 emplantas de tomateiro (Solanum Ilycopersicum cv. PT-3). Avaliando as trocas
bioquimicas e fisiologicas durante a infec¢do com o nematdide fitopatogénico Meloidogyne
incognita, verificou-se uma melhor tolerancia e diminui¢do dos efeitos da infeccdo e um aumento
na producdo de enzimas peroxidase, polifeniloxidase e superoxido dismutase, com papel na defesa

da planta.

2.4.1 Fixacao biologica de nitrogénio em cana-de-acucar

A taxa de N usada nos canaviais brasileiros, que varia de 60 a 100 kg ha™, tende a ser menor
do que as aplicadas em outros paises, como 150 a 400 kg ha™ na india e 100 a 755 kg ha na China
(ROBINSON et al.,2011). Sem o uso de fertilizantes, especialmente os nitrogenados, a produgao
agricola atual seria drasticamente reduzida (ULLAH et al., 2020).

O nitrogénio ¢ o segundo elemento requerido em maior quantidade para a cana-de-agucar,
perdendo apenas para o potassio (CHERUBIN et al., 2018; OTTO et al., 2019). Atualmente, o
Brasil € responsavel por cerca de 8% do consumo global de fertilizantes, sendo o quarto do mundo,
atras apenas de China, India e Estados Unidos. O principal nutriente aplicado no Brasil ¢ o potéssio,
com 38%, seguido por calcio, com 33%, e nitrogénio, com 29% (PALACIO DO PLANALTO,
2022).

Os fertilizantes nitrogenados aplicados na cana-de-agucar sao produzidos a partir da fixacao
industrial do N atmosférico, pelo processo de Haber-Bosch (RIBEIRO, 2013), dependente de
energia fossil para suprir a demanda energética necessaria a quebra da tripla ligagdo da molécula de
N,. Porém, considerando os ecossistemas naturais e culturas como a soja, entre outras, pode-se

afirmar que a Fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) ¢ responsavel pela maior parte da fixacao de
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N. A FBN ¢ de extrema importancia para a agricultura, pois tem o potencial de reduzir o uso
indiscriminado de fertilizantes nitrogenados, resultando em economia para o produtor e mitigagao
dos impactos negativos sobre o meio ambiente. Além disso, € a principal possibilidade de aporte de
N em sistemas agricolas de baixo uso de insumos, comuns em diversas areas do Nordeste do Brasil.
Estima-se, na cultura da cana-de-aglcar, que mais de 50% do nitrogénio utilizado na cultura sejam
provenientes da FBN (LIMA et al., 2021).

No que se refere a cana-de-agtcar, trabalhos realizaram isolamentode bactérias focando em
tracosde promoc¢do de crescimento vegetal como, por exemplo, a capacidade de fixacaode
nitrogénio, entre outros (CHAVES et al.,, 2015; MARTINS et al., 2020; LIMA et al., 2021;
ANTUNES et al., 2022). Estes trabalhos t€m em comum a busca permanente por isolados de BPCP
para recomendagado de inoculacdo da cultura.

Na busca por solugdes ecologicamente vidveis e sustentaveis, que possuam baixa utilizagao
de insumos, gastos financeiros e ndo comprometa a produtividade, a utilizagdo de inoculantes
contendo bactérias diazotroficas tem sido cada vez mais presente na agricultura. No Brasil, a
Embrapa Agrobiologia iniciou em 1982 os estudos direcionados ao desenvolvimento de um
inoculante para a cana (FERREIRA, 2017). Estes estudos resultaram no desenvolvimento de um
inoculante microbiologico liquido, especifico para o cultivo da cana-de-agucar, a partir da bactéria
Nitrospirillum amazonense, anteriormente classificada como Azospirillum amazonense, que € uma
bactéria fixadora de nitrogénio e promotora de crescimento vegetal (MATOSO, 2020).

Com o nome comercial de Aprinza e apds mais de cinco anos de teste em varios tipos de
solo e clima, o inoculante foi lancado ao mercado no ano de 2018, em uma parceria da Embrapa
Agrobiologia e a Basf e de acordo com estudos realizados pelos pesquisadores responsaveis os
ganhos de produtividade na cana-de-agucar podem chegar a até¢ 18% (EMBRAPA, 2018).

As respostas a inoculagdo dependem da variedade da cana, devido a caracteristicas ligadas
ao gendtipo, como eficiéncia fotossintética, exigéncias nutricionais e resisténcia as condi¢des
adversas, além das estirpes bacterianas inoculadas (PEREIRA et al., 2013; CHAVES et al, 2015). A
estimativa de economia, para substituir metade da dose recomendada (60 kg N ha™) ¢ 150.000
toneladas de N. Algumas pesquisas mostram que ¢ possivel substituir 100% do N-fertilizante na
variedade de RB867515 no primeiro ano de cultivo, sem reducdo da produtividade (REIS et al.,
2009; BARRETO et al., 2019).

Além dos beneficios devidos a FBN, a cana-de-actcar pode ser beneficiada pelas BPCP de
diversas formas, pela solubilizacao de fosfatos e zinco (ANTUNES et al., 2022); pela producao de
siderdforos e reguladores de crescimento como auxinas, giberelinas e citocininas (LIN et al., 2012;
SANTTI et al., 2013), obtendo assim ganhos na produtividade e possivel redu¢do da adubagdo
nitrogenada (PEREIRA, et al., 2019). O uso de inoculantes também pode auxiliar na
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biorremediacdo, reducdo da polui¢do por pesticidas, do escoamento de nitrogénio e fosforo, da
eutrofizacdo associada a massas de dguae as emissoes de gases de efeito estufa do solo. Quando
inoculados, esses micro-organismos produzem aumento da biomassa vegetal acima e abaixo do
solo, que ¢ vital para a retencdo de agua, controle de erosdao e produgdo de bioenergiaem sistemas
convencionais e agroflorestais (ABHILASH et al., 2016).

Entre as gramineas tropicais, as tentativas de comprovacao da FBN através de técnicas
isotopicas sao mais abundantes para a cana-de-agucar, mas os resultados sdo varidveis, sugerindo
forte influéncia de fatores ambientais e/ou do gendtipo da planta. Por exemplo, resultados
demonstram que algumas variedades cultivadas no Brasil (BAPTISTA et al., 2014; URQUIAGA et
al., 2012) e no Uruguai (TAULE et al., 2012) podem obter quantidades consideraveis de N
atmosférico, mas para a cana-de-agucar cultivada em outros locais, como na Australia (BIGGS et
al., 2002) ¢ na Africa do Sul (HOEFSLOOT et al., 2005), ndo foram encontradas evidéncias de
FBN.

2.4.2 Diversidade de rizobios

Rizobio ¢ um nome genérico para um grupo diverso de espécies de bactérias ha longa data
conhecido (desde o século 19) como microssimbiontes de plantas leguminosas, como soja, ervilha e
feijoes, por exemplo. Essas bactérias induzem nas raizes dessas culturas a formag¢do de um novo
tipo de orgdo, chamado de nodulo, no qual as bactérias se estabelecem na forma de bacterdide e
onde fixam nitrogénio molecular da atmosfera em formas minerais que podem ser utilizadas pelas
plantas hospedeiras (Figura 1). A maioria dos rizobios pertence a classe das alfaproteobacterias,
com géneros como Rhizobium, Ensifer, Mesorhizobium e Bradyrhizobium, dentre outros. Tem sido
observada uma maior abundancia do género Bradyrhizobium, em relagdo aos outros géneros de
bactérias que possuem habilidade para induzir a formagdo de nddulos de plantas leguminosas, em
diferentes condigdes em solos brasileiros (PERRINEAU et al., 2011), norte-americanos (UROZ, et
al., 2010; VANINSBERGHE et al., 2015; JONES et al., 2016), solos do Reino Unido (DELMONT
etal., 2012; ZHALNINA et al., 2013), entre outros.

Mais recentemente, descobriu-se que algumas espécies da classe betaproteobactérias, dos
géneros Burkholderia (atualmente denominadas de Paraburkhoderia) e Cupriavidus, também
podem nodular determinadas leguminosas, sendo estas bactérias conhecidas como betarizobios
(SUAREZ-MORENO et al., 2012; ANDREWS; ANDREWS, 2017). A capacidade de formar

nodulos com rizobios representa um beneficio importante para as leguminosas, que podem obter
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uma parte importante do N necessario para o crescimento por meio da FBN simbiotica. Os rizobios
se estabelecemem nodulos radiculares, que possuem baixa concentracdo de oxigénio, condi¢do
necessaria para o processo de FBN, uma vez que o oxigénio € um conhecido inibidor da nitrogenase

(AHMAD et al., 2012; ROSENBLUETH et al., 2018).

Figura 1: Processo de nodulacao de rizobios em leguminosa.

Desenvolvimento  Raiz com nodulo infetado
donodulo maduro pronta para
realizar a fxacao

Adaptado de CNIDUS, 2009

Os alfa e betarizobios s@o os habitantes mais conhecidos e os mais estudados dos nddulos de
leguminosas (GYANESHWAR et al., 2011). Embora sejam divergentes evolutivos, seus genes
simbioticos (nod e nif) sdo muito semelhantes, sugerindo transferéncia lateral (BONTEMPS et al.

2010; DE MEYER et al.2016).

2.4.3 A ocorréncia de rizobios em niao leguminosas, com énfase na cana-de-

acucar
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A maior parte das espécies vegetais ndo ¢ capaz de se associar simbioticamente com
rizobios. Entretanto, ha alguns anos, estudossugeriram que rizdbios, principalmente dos géneros
Rhizobium e Bradyrhizobium, poderiam ser responsaveis por uma parte importante da FBN
associada a cana-de-actcar, mesmo que ainda ndo tivessem realizado isolamento de membros do
género Bradyrhizobium na cultura (THAWEENUT et al., 2011; BURBANO et al., 2011; FISCHER
et al., 2012). Um estudo avaliou o microbioma bacteriano e flingico associado a plantas de cana-de-
acucar no Brasil e confirmou que a ordem Rhizobiales (que engloba os géneros Bradyrhizobium e
Rhizobium) representa uma parte consideravel da populagdo microbiana associada a cultura
(SOUZA et al., 2016).

Previamente, bradyrizobios fotossintetizantes foram isolados de arroz selvagem (Oryza
breviligulata) na Africa e na ocasido essas bactérias também foram encontradas em noédulos da
leguminosa selvagem Aeschynomene sensitiva encontrada nas proximidades do arroz alagado, o que
mostrou que leguminosas e ndo-leguminosas podem compartilhar bactérias simbidticas/associativas
(CHAINTREUIL et al. 2000). No delta do Nilo no Egito, a rotagdo de arroz com trevo ¢ uma
pratica secular que reduz a necessidade de fertilizagdo da cultura de arroz com N mineral. Embora
parte do efeito benéfico do trevo possa ser explicada pelo N fixado por essa cultura em simbiose
com Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, o plantio de trevo também enriquece o solo em rizobios
os quais colonizam as plantas de arroz e beneficiam o seu crescimento diretamente (YANNI et al.
1997).Por outro lado, o estudo de Hernandez et al. (2021), investigaram rizobios endofiticos
(Rhizobium sp. cepa Rpd16) capazes de promover o crescimento de arroz de uma cultivar cubana
submetida a monocultura intensiva, sem rotacdo com leguminosas e sem historia prévia de
inoculagao de rizobios.

Os resultados obtidos até o momento sugerem que rizobios e outras bactérias nao nodulantes
filogeneticamente relacionadas com eles representam um grupo de micro-organismos que deve ser
mais bem estudado no sentido da sua aplicacdo para culturas da familia Poaceae, como a cana-de-
acucar. Com base nisso, estratégias novas de cultivo para isolamento de rizobios de cana-de-agucar
foram aplicadas, o que culminou na obtengdo de uma colecdo diversa de isolados de
Bradyrhizobium e Rhizobium de raizes de cana-de-aglicar cultivada na é4rea experimental da
Embrapa Agrobiologia (ROUWS et al. 2014). A colecdo engloba rizobios classicos, com
capacidade genética de nodular leguminosas, e outras bactérias ndo nodulantes.

No entanto, foi interessante observar que varios isolados filogeneticamente relacionados
com rizdbios puderam ser obtidos pelo cultivo diretamente em meio de cultura, sem o uso de planta
isca; varios dos quais sem capacidade nodulifera. Esse tipo de organismo muitas vezes ¢
despercebido nos estudos classicos com rizobios que focam em bactérias noduliferas e merece ser

estudado. Bactérias ndo nodulantes com alto nivel de similaridade filogenética com rizobios
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também tém sido encontradas em outros ambientes, como por exemplo, em solos de floresta
norteamericanos (VANISBERGHE et al., 2015). Além disso, Rouws et al. (2014), identificaram
que o Bradyrhizobium foi o melhor género de rizobio encontrado nas trés espécies de cana-de-
acucar utilizadas no estudo e que as bactérias deste género apresentaram atividade de nitrogenase
em ensaio de redugdo de acetileno, sugerindo que ndo necessitam de ambiente nodular para fixacao
de nitrogénio.

Pesquisas vém evidenciando cada vez mais a importancia de rizobios e espécies relacionadas
em nichos diferentes do nddulo de leguminosas, incluindo solo (rizosfera), liquens,
endofiticamente, ¢ até em ecossistemas marinhos (OSORIO FILHO et al., 2016) e o aumento
crescente das espécies de bradyrizdbios descobertas com o tempo (GRONEMEYER; REINHOLD-
HUREK, 2018). A presenca de rizébios como bactérias promotoras de crescimento em tecidos
internos de varias espécies de gramineas, como arroz (HERNANDEZ et al., 2021) e cana-de-agucar
(MATOS et al., 2017) indicam um potencial biotecnoldgico desse grupo de micro-organismos para
a agricultura que necessita ser explorado.

Embora rizébios ja tenham sido isolados e estudados para cana-de-ag¢ticar em Seropédica, no
Rio de Janeiro, (ROUWS et al., 2014; MATOS et al, 2017), ainda falta uma investigacdo da
ocorréncia e relevancia dessas bactérias em sistemas de producdo de cana-de-agiicar em regides
produtoras, como o Nordeste brasileiro, em que a cultura tem grande importancia econdmica e

social.

2.5 Técnicas moleculares para acessar a diversidade de rizobios

Atualmente, o avanco da tecnologia tem proporcionado que a diversidade de isolados
rizobianos seja acessada por meio de técnicas que envolvem o estudo do DNA microbiano. Descrita
por Kary Mullis (1983), essas técnicas sdo embasadas nas reacdes de PCR (do inglés, polymerase
chain reaction, reagdo em cadeia da polimerase) e proporcionam consideraveis avangos no
conhecimento da diversidade e taxonomia dos rizobios, permitindo uma vasta quantidade de copias
de um determinado gene, ou uma regido de interesse, com a amplificacdo de fragmentos de
tamanhos diferentes e ndo apenas um amplicom. A amplificacdo de determinadas sequéncias do
DNA de micro-organismos ocorre com o uso de iniciadores (primers) que complementam aquelas
localizadas em locais de interesse do genoma. A técnica ¢ usada para diferenciar isolados
bacterianos filogeneticamente proximos sendo aplicada para andlise genotipica de bactérias
diazotroficas de maneira eficiente e para distinguir os isolados abaixo do nivel de espécie (MENNA

et al., 2009).
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Os estudos envolvendo essa técnica sdo diversos. Como exemplo, Antunes et al. (2017) em
estudo da diversidade bacteriana associada a cana-de-agucar, com o objetivo de auxiliar na obtencao
de bactérias eficientes para promog¢ao de crescimento das plantas, fizeram isolamento de bactérias
diazotroficas de folhas e colmos de cana-de-agucar das variedades RB867515; RB1011 e RB92579,
para andlises bioquimicas e moleculares, visando a formulagdo de inoculantes microbianos com
potencial de promover crescimento vegetal.

A amplificacdo de fragmento do gene nifH, foi proposto primeiramente por Mothapo et al.
(2013), indicando a presenc¢a da capacidade de FBN em bactérias. Como faz parte de um conjunto
de genes responsaveis pelo processo da fixagdo biologica, ¢ bastante utilizado nos estudos de
relagdes filogenéticas entre bactérias diazotroficas, ja que apresenta a vantagem de ser um gene
funcional e permite a correlacdo entre a estrutura e a fungdo da comunidade microbiana estudada.
Por esse motivo, o gene nifH tem sido largamente estudado por diversos pesquisadores, de forma
independente, buscando uma melhor compreensdo de rizobios (OROSCO-MOSQUEDA et al.,
2018). Dong et al. (2018), por exemplo, amostraram raizes de quatro espécies ancestrais de cana-de-
acucar (dois genotipos por espécie) e duas cultivares, utilizandosequenciamento do genel6S rRNA
e nifH para caracterizar as comunidades bacterianas endofiticas radiculares e a diversidade
diazotréfica e os resultados demonstram a diversidade das comunidades microbianas em diferentes
germoplasmas e auxiliam no esclarecimento do mecanismo de FBN na cana-de-agtcar.

Lima et al. (2021) realizou trabalho com objetivo avaliar a diversidade genética da
comunidade bacteriana associada a diferentes genotipos de cana-de-acucar utilizando os genes 16S
rRNA e nifH e conseguiram identificar os géneros Burkholderia sp., Pantoea sp., Erwinia sp.,
Stenotrophomonas sp., Enterobacter sp. e Pseudomonas sp. na variedade RB 867515 e os géneros
Bacillus sp. e Dyella sp. apenas na variedade RB92579. Ainda na cultura da cana-de-agucar, Matos
et al. (2021) realizaram uma abordagem filogendmicapara estudar peculiaridades de cepas de
Bradyrhizobium em relagdo ao conteudo do gene nifH a fim de revelar caracteristicas genéticas que
possibilitem fixacdo de N, de vida livre (FNVL) em Bradyrhizobium spp. e observaram que todas
as cepas avaliadas carregam um agrupamento de genes nif ancestral ‘ndo simbidtico’. E o
Bradyrhizobium saccharri também contém um segundo cluster de genes nif ‘simbiotico’,
caracteristica observada em apenas trés dos 156 genomas avaliados. Os dados sugerem que as raizes
da cana-de-agucar abrigam diversos Bradyrhizobium spp. que sdo geneticamente adaptados a um
ambiente dindmico onde plantas hospedeiras leguminosas e ndo leguminosas estdo disponiveis
alternadamente.

A utilizagdo de andlises com genes housekeeping esta presente em estudos envolvendo
diversas culturas: de gramineas como cana (AVONTUUR et al., 2022) e de leguminosas como soja

(AYUBA et al., 2021), fava (ZHANG et al., 2022) e feijao-comum (MOURA et al., 2022). Esses
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trabalhos corroboram a importancia do uso de técnicas que envolvem o estudo do DNA microbiano
para proporcionar o conhecimento da diversidade de isolados rizobianosno solo adjacente, rizosfera
ou de dentro dos tecidos da planta.

A inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento também pode promover aumento na
produtividade das culturas por modificar a anatomia e morfologia dos tecidos das raizes das plantas,
como observado por Rondina et al. (2020), que avaliando tratamentos sem inoculagdo, com
inoculagdo e com coinoculacdo de Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense em soja,
perceberam que houve aumento do comprimento e densidade de da raiz, incidéncia e comprimento
de pélos radiculares nos tratamentos com coinoculag¢do ou inoculados com Bradyrhizobium spp. e
nos tratamentos onde nao havia inoculagdo as médias foram sempre menores em relagdo aos
parametros avaliados, mostrando assim que a inocula¢ao provoca modificagdes no tecido da planta
que permitem uma maior absor¢do de nutrientes e consequentemente eleva a produtividade da

cultura.
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Capitulo 1: PROSPEC(;AQ E CARACTERISTICAS DE RIZOBIOS ASSOCIADOS A
RAIZES DE CANA-DE-ACUCAR CULTIVADA SOLTEIRA OU EM CONSORCIO COM
LEGUMINOSAS

Resumo

Bactérias do grupo dos rizobios sdo capazes de nodular e fixar nitrogénio em simbiose com
leguminosas, mas pesquisas recentes mostraram sua presenca em raizes de ndo leguminosas, como
na cana-de-acucar. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi realizar uma prospeccao e
caracterizacdo de rizobios endofiticos em raizes de cana-de-agucar, da variedade RB92579,
cultivada em solo com longo hostérico de exploracdo canavieira, em cultivo solteiro ou em
consorcio com leguminosas. Foi montado um experimento em campo na Estacdo Experimental de
Cana-de-agucar do Carpina (EECAC), em que os tratamentos corresponderam ao cultivo da cana-
de-acticar em consoércio com leguminosas (feijado-caupi, Vigna unguiculata (L.); amendoim, Arachis
hypogaea L., e soja, Glycine max (L.) Merr.), mais um controle de cultivo de cana solteira. Foram
coletadas raizes brancas ndo-lignificadas de plantas jovens (5 a 6 meses) da cana-de-agucar.
Pedagcos de raiz nao danificados foram cuidadosamente lavados e depois desinfestados
superficialmente. Extratos foram obtidos pela maceracdo de raizes em almofariz estéril. Foram
utilizadas as leguminosas dos sistemas de consdcio como plantas isca para captura de rizobios
(feijao-caupi, amendoim e soja). Plantulas das leguminosas foram transferidas para tubos de 50 ml
com solucao de Norris agarizadainclinada e inoculadas com aliquotas de 1 ml da suspensado de raiz
de cana-de-agucar. Aos 35 dias apds a inoculagdo, a ocorréncia de nodulagdo foi avaliada e
procedeu-se ao isolamento de bactérias de nodulos utilizando meio especifico para rizobios. Os
isolados foram avaliados conforme -caracteristicas fenotipicas das colonias e construido o
dendograma de similaridade por agrupamento e também testados quanto a capacidade de promogao
de crescimento. Foram seqiienciados o gene 16S rRNA e avaliada a variabilidade genética dos
isolados por meio de reagdo de BOX-PCR e GTGS. No primeiro ensaio com plantas isca, s6 houve
formagdo de nddulos em feijao-caupi inoculado com a suspensdo preparada a partir das raizes de
cana cultivada em consércio com esta leguminosa. Este resultado indica a inexisténcia de
populagdes de rizébios com capacidade de nodular a soja e 0 amendoim nos tecidos da cana, assim
como demonstra que foi necessario o cultivo do feijdo-caupi para estimular a presenca de seus
microssimbiontes nas raizes da graminea, provavelmente por estimular as popula¢des naturalmente
estabelecidas no solo. Os nddulos obtidos geraram uma coleg¢ao de 20 rizobios autenticados, sendo
4 isolados classificados como Bradyrhizobium e 7 como Rhizobium por meio do sequenciamento do
gene 16SrRNA. Considerando uma similaridade de 100%, esses isolados podem ser agrupados em
8 grupos distintos. Com a realizagdo da avaliacdo da variabilidade genética obtida por meio do
BOX-PCR e GTGS, foi observado que os isolados possuem baixa diversidade genética. Dessa
forma, a cana-de-agucar cultivada em consorcio com feijdo-caupi abriga populacdes de rizobios
provientes desta leguminosa e que dependem dela para se estabelecerem no solo.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas. Caracterizagdio em meio de cultura. Graminea C4.
Saccharum spp.
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PROSPECTING AND CHARACTERISTICS OF RHIZOBIA ASSOCIATED WITH
SUGARCANE ROOTS IN SINGLE GROWTH OR IN INTERCROPED WITH LEGUMES

Abstract

Bacteria from the rhizobia group can nodulate and are based on non-legume plant bases, but recent
research has shown their presence in non-legume roots, including sugarcane roots. In this context,
the objective of this work was to carry out a prospection and characterization of endophytic rhizobia
in sugarcane roots, of the variety RB92579, cultivated in soil with a long host of sugarcane
exploration, in single crops or in consortia with legumes. A field experiment was carried out at the
Carpina Sugarcane Experimental Station (EECAC), in which the treatments corresponding to the
cultivation of sugarcane in consortium with legumes (cowpea, Vigna unguiculata (L.), peanut,
Arachis hypogaea L., and soybean, Glycine max (L.) Merr.), plus a single sugarcane crop control.
Non-lignified white roots of young plants (5 to 6 months) of sugarcane were collected. Undamaged
root pieces were identified and then superficially disinfected. Extracts were obtained by steeping
roots in sterile pestles and mortars. Legumes used in intercropping systems were used as bait plants
to capture rhizobia (cowpea, peanut and soybean). Legume seedlings were transferred to 50 ml
tubes with slanted Norris agarized solution and inoculated with 1 ml aliquots of the sugarcane root
suspension. At 35 days after inoculation, the occurrence of nodulation was evaluated, and bacteria
were isolated from nodules using specific medium for rhizobia. The isolates were evaluated
according to the phenotypic characteristics of the colonies and the dendrogram of similarity by
cluster was constructed and also tested for the ability to promote growth. The 16S rRNA gene was
sequenced and the genetic variability of the isolates was evaluated by means of BOX-PCR and
GTGS reaction. In the first trial with bait plants, nodules were only formed in cowpea inoculated
with the suspension prepared from the roots of sugarcane cultivated in consortium with this legume.
This result indicates the lack of rhizobia populations capable of nodulating soybeans and peanuts in
sugarcane tissues, as well as demonstrating that cowpea cultivation was necessary to stimulate the
presence of their microsymbionts in grass roots, probably by stimulating populations naturally
established in the soil. The obtained nodules generated a collection of 20 authenticated rhizobia,
being 4 isolates classified as Bradyrhizobium and 7 as Rhizobium by sequencing the 16STRNA
gene. Considering a similarity of 100%, these isolates can be grouped into 8 distinct groups. With
the evaluation of the genetic variability obtained through BOX-PCR and GTGS, it was observed
that the isolates have low genetic diversity. Thus, sugarcane cultivated in consortium with cowpea
harbors populations of rhizobia from this legume that depend on it to establish themselves in the
soil.

Keywords: Endophytic bacteria. Characterization in culture medium. C4 grasses. Saccharum spp.
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3.1 Introducao

Géneros Rhizobium e Bradyrhizobium sao conhecidos por seu papel como microssimbiontes
de diversas plantas da familia Fabaceae, sendo responsaveis pelo processo de fixagdo biologica de
nitrogénio (FBN) em nédulos formados por essas plantas (POOLE; RAMACHANDRAN;
TERPOLILLI; 2018). Porém, diversos trabalhos mostram que essas bactérias também estdo
presentes em raizes de ndo leguminosas, como em arroz (YANNY et al; 1997 YANNY et al., 2001;
HERNANDEZ et al., 2021) e na cana-de-agucar (MENEZES-JUNIOR et al., 2019; ROUWS et al.
2014; SOUZA et al., 2016). Além disso, ja foi determinado que algumas gramineas até podem ser
beneficiadas com a inoculacdo com rizobios, como o arroz (OSORIO FILHO et al, 2014), o milho
(HAHN et al, 2013) ¢ o trigo (BECQUER et al., 2012). Alguns trabalhos mostraram que isolados
de Rhizobium e Bradyrhizobium associados a cana-de-aglcar possuiam filotipos de DNA nifH,
confirmando a capacidade de fixar nitrogénio dessas bactérias (BURBANO et al., 2011;
THAWEENUT et al., 2011; FISCHER et al., 2012). Além disso, Rouws et al. (2014) identificaram
que Bradyrhizobium foi o melhor género, em relacdo a promogao de crescimento de trés espécies
utilizadas em seu estudo, e que as bactérias deste género apresentaram atividade de nitrogenase in
vitro, sugerindo que ndo necessitam de ambiente nodular para fixa¢do de nitrogénio.

A composicdo da comunidade microbiana associada as raizes das plantas pode ser
influenciada pelo genotipo do hospedeiro (BERENDSEN et al., 2012; BULGARELI et al., 2012).
Na cana-de-agucar, essas comunidades podem diferir entre espécies de Saccharum spp. No
Nordeste do Brasil, regido em que os solos sdo cultivados com cana-de-aglicar ha praticamento 5
séculos, a variedade de cana de agliicar mais utilizada atualmente ¢ a RB92579, que correspondente
a 39,97% da area cultivada (RIDESA, 2015). E uma variedade com alta produtividade agricolas e
industrial, mas exigente em relacdo ao uso de insumos para atingir metas produtivas, o que torna
importante a busca por tecnologias menos dependentes de fertilizande industriais, no cenario atual
de necessidade de restrigao ao uso de combustiveis fosseis (GARIBALDI et al., 2017).

Menezes-Junior et al., (2019), avaliando a comunidade de Bradyrhizobium sp. na endosfera
e rizosfera de duas cultivares comerciais de cana-de-agicar (RB867515 e IACSP95-5000)
concluiram que havia presenga de gen6tipos abundantes tanto na rizosfera quanto na endosfera de
ambas as cultivares, confirmando a natural presenca de diversas espécies de Bradyrhizobium spp.
nos sistemas radiculares da cana-de-agucar (principalmente na rizosfera) e indicando que certos
filotipos desta bactéria tém uma afinidade especial para a colonizagdo de raizes de cana-de-acucar.

Diante disso, foi desenvolvida a hipdtese de que o longo historio de cultivo de cana-de

acucar nos solos anteriormente ocupados pela floresta tropical iimida da Zona da Mata de
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Pernambuco certamente condicionou as populagdes de micro-organismos presentes nestes solos,
sendo possivel que tais efeitos se estendam as populagdes de rizobios. Além disso, como o
consoércio com leguminosas de graos vem chamando a atengao como forma de aumentar os aportes
de N e de renda em cultivos de cana (SOLANKI et al., 2017; HE et al., 2018), também hipotetizou-
se que a presenca de leguminosas nodulantes nas entrelinhas da cana-de-acucar ira estimular o
aumento de determinadas populagdes de rizobios, a depender do espectro de microssimbiontes de
cada espécie vegetal. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi prospectar e caracterizar rizobios
endofiticos em raizes de cana-de-agucar, da variedade RB92579, em cultivo solteiro ou em
consorcio com leguminosas de graos, cultivadas em solos com longo histérico de exploracao

canavieira.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Coleta de raizes de cana-de-agucar cultivada em consorcio com leguminosas

Foi montado um experimento em campo na Estacdo Experimental de Cana-de-acucar do
Carpina (EECAC), que esta localizada no municipio de Carpina. O municipio de Carpina esta
localizado na regidao da Mata Norte de Pernambuco, com altitude de 180 m e com coordenadas
geograficas de 7° 51° 04”° S e 35° 14’ 27> W. O clima de Carpina, de acordo com a classificacao
de Kdppen, ¢ do tipo “As”, tropical chuvoso com estacdo seca de verdo, temperatura média de 24,2
°C (BELTRAO et al., 2005) e precipitagdo média anual de 1.400 mm (CPRM, 2005).

O solo da area experimental ¢ classificado como argissolo vermelho amarelo distrocoeso
com textura franca arenosa (SANTOS et al., 2013). A determinagdo de atributos quimicos e da
granulometria (Tabela 1) foram feitas em amostras coletadas nas camadas de 0 a 20, 20 a 40 ¢ 40 a
60 cm de profundidade, seguindo a metodologia descrita em Embrapa (2017). O pH foi
determinado em agua (1:2,5); Ca*™ Mg®" e AI’" foram extraidos com KC1 1 mol L™ e determinados
por titulagdo; K™ e Na" foram extraidos com o extrator Mehlich 1 e determinados por fotometria de
chama; P também foi extraido com o extrator Mehlich 1, sendo determinado por espectrofotometria;
C organico foi extraido com dicromato de potdssio e determinado por titulometria. Para
determinagdo da composicao granulométrica do solo, foram coletadas amostras deformadas na
profundidade de 0-20 cm, em zig-zag, com o auxilio do trado. Nas amostras foi realizada a analise
de granulometria do solo, quantificando as fragdes areia, silte e argila pelo método do densimetro,

segundo a metodologia da Embrapa (2009).
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A cana-de-agucar, variedade RB92579, foi cultivada em um sistema de consorcio com
leguminosas de graos, utilizando como sementes rebolos com trés gemas. O experimento foi
conduzido em esquema fatorial 4x2, utilizando um delineamento em blocos casualizados com
quatro repeticdes. O primeiro fator correspondeu aos tratamentos de plantio da cana-de-agticar em
consorcio com trés espécies de leguminosas (feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., variedade
IPA 207; amendoim, Arachi shypogaea L., variedade BR1 e soja, Glycine max (L.) Merr., variedade
Monsoy) mais um controle com cana-de-acticar em cultivo solteiro (Figura 1). O segundo fator

correspondeu a adubacgdo nitrogenada, sendo um com N (adubagdo padrao) e outro sem N.

Tabela 1. Caracterizagdo quimica e fisica de amostras de solo da area experimental antes do
preparo do solo para plantio da Estacdo Experimental do Carpina, Pernambuco.

Determinacies Profundidade (cm) Determinacdes Profundidade (cm)
0-20  20-40  40-60 0-20  20-40  40-60
pH (H,0) 6,00 5,60 5,50 V(%) 47,06 40,88 24,12
M.O (%) 1,71 1,59 1,50 m(%) 0,00 0,00 0,00
P (mg/dm’®) 14,00 13,00 6,00 Fe 100,76 98,12 125,95
K (mg/dm®) 0,04 0,02 0,01 Cu 0,36 0,57 0,67
Na (mg/dm®) 0,02 0,02 0,01 Zn 20,79 26,51 12,21
Al (mg/dm”) 0,00 0,00 0,00  Mn 10,89 9,13 1,82
Ca (mg/dm®) 2,30 2,50 0,90  Areia Total (%) 75,10 72,60 73,30
Mg 1,20 0,30 0,70 Areia Grossa (%) 55,02 51,60 56,52
H+Al 4,00 4,10 5,10 Areia Fina (%) 20,04 21,04 16,80
S.B. 3,56 2,84 1,62 Silte (%) 8,10 6,40 21,90

CTC 7,56 6,94 6,72 Argila (%) 16,80 21,00 24,80
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Figura 1: Cultivos consorciados de cana-de-agucar com amendoim (A), soja (B) e feijao-caupi (C)
cultivados em campo na Esta¢do Experimental de agucar do Carpina (EECAC)
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Fotos: Santana, 2019.

A parcela experimental correspondeu a uma area de 60 m*> com 6 m de largura e 10 m de
comprimento (Figura 2A), sendo a area util delimitada excluindo 1 m de cada extremidade da
parcela (Figura 2B). O espagamento adotado para o cultivo da cana foi de 1 m entre fileiras (Figura
2A); e as leguminosas foram semeadas utilizando os espacamentos recomendados para cada cultura.

Para o preparo do solo antes do plantio foi aplicado 1,3 t/ha de calcario incorporado ao solo
e os sulcos abertos em seguida, com espacamento de 1,2m entre eles.

O corte definitivo das leguminosas foi feito ao fim do ciclo de cada espécie (feijao caupi:
50-55 dias; amendoim: 90-100 dias e soja: 120 dias apos o plantio), sendo a palhada deixada sobre

o solo e os graos retirados.
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Figura 2: Parcela experimental do manejo consorciado de cana-de-acticar com leguminosas: area
total e espacamento entre fileiras da cana (A) e area util da parcela (B).
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A coleta das raizes da cana ocorreu aos 5 meses ap6s o plantio dos rebolos. Para a

amostragem, em cada parcela experimental foram coletadas, em locais escolhidos ao acaso, trés

plantas para compor a subamostra de cada parcela. Foram coletadas raizes brancas jovens (SMITH

et al., 2005), de plantas de cana-de-agucar jovens da variedade RB92579 (Figura 3).
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Figura 3: Coleta das raizes de cana-de-agucar em consorcio com leguminosas.
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Pedagos de raizes nao danificados foram cuidadosamente lavados com dgua corrente para
remover todo o solo aderente e depois desinfestados superficialmente por imersdao sequencial em
etanol a 70% por 30s, seguido de imersdo em &4gua sanitaria comercial ndo diluida (2,5% de
hipoclorito) sob agitacdo suave por oito minutos. Em seguida, as raizes foram lavadas seis vezes
com agua estéril. Extratos de raiz foram obtidos pela maceragdo de uma subamostra de 1g das
amostras de tecido radicular superficialmente esterilizado em pistilo e gral estéreis, com 5 ml de

solugdo salina (0,85% NaCl). Ap6s a maceracdo, os extratos foram estocados em tubos de
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polipropileno (com capacidade para 1,5 mL) contendo 1,0 mL de extrato e 0,33ml de glicerina

(25%), em freezer a -12°C, para estudos subsequentes.

Figura 4: Obtencao do extrato apds maceragao de raiz da cana-de-agucar

Foto da autora

3.2.2 Isolamento usando leguminosas como planta isca

Para obtencao de rizobios a partir do tecido radicular da cana-de-acucar, foram utilizadas as
seguintes leguminosas como plantas isca: feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp., variedade
IPA 206), amendoim (Arachis hypogaea L., variedade BR1) e soja (Glycine max (L.) Merr.,
variedade Monsoy 8349), por serem as espécies utilizadas nos cultivos consorciados e por
apresentarem diferentes faixas hospedeiras (nodulam com alfa e beta-rizébios de diversas espécies).
Antes da semeadura, as sementes foram desinfestadas superficialmente por imersdo em etanol
(70%) e, depois, usando solucdo de hipoclorito ou de peroxido de hidrogénio. Apods a lavagem
rigorosa (minimo de seis vezes) com agua estéril, as sementes foram acondicionadas em placas
contendo agar agua (0,8%) para permitir a germinacdo e a emissdo de uma radicula de
aproximadamente 3 cm a 28°C no escuro. Plantulas com sintomas de contaminagao microbiana nao
foram utilizadas nos experimentos subsequentes.

Plantulas de leguminosas sem contaminacao aparente foram transferidas para tubos de 50 ml
com solucdo de Norris (VINCENT, 1970) agarizada (30 mL/tubo) inclinada. As plantulas foram
inoculadas com aliquotas de 1 ml das suspensdes de raiz de cana-de-actcar (Figura 5A), que foi
estocada nos tubos de polipropileno. Os controles negativos receberam solucao salina estéril € o

controle positivo foi inoculado com uma suspensdo de uma estirpe reconhecidamente eficaz para a
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nodulacao de cada espécie de leguminosa. Os tubos foram fechados com filme plastico com uma
pequena abertura para evaporacao e envolto em folha de aluminio para proteger as raizes da luz.

Quando as partes aéreas cresceram para fora dos tubos, o filme pléstico foi trocado por fita
crepe para permitir a passagem da parte aérea, mas mantendo o sistema radicular protegido contra
contaminag¢do (Figura 5B). As plantas foram cultivadas sob temperatura ambiente, com 12 horas de
luz natural por dia. Agua ou solugdo nutritiva estéreis foram adicionadas quando necessario. Aos 35
dias apos a inoculagdo, a ocorréncia de nodulacdo foi avaliada. Os nodulos foram coletados e
desinfestados superficialmente por imersdo em etanol (70%) por 2 min, seguido de tratamento com
solu¢do de hipoclorito (2,5%) por trés minutos. Apds lavagens rigorosas com agua estéril, os
nodulos foram esmagados em placas e a suspensdo obtida espalhada em placas de petri com meio
contendo extrato de levedura, manitol e agar (YMA) (FRED; WAKSMAN, 1928) com indicador
vermelho Congo e entdo incubadas a 28 ° C.

Para verificacdo da eficiéncia da desinfestacdo superficial, os ndédulos foram rolados em
placa de petri com meio de cultura antes de proceder com o isolamento. O crescimento das colonias
foi observado aos 3, 7 e 10 dias e todas as colonias que surgiram foram repicadas e os isolados

estocados para estudos posteriores (Figura 5C).

Figura 5: Inoculacdo das plantulas com o extrato de raiz da cana (A), planta de feijao-caupi
inoculada (B) e coldnias provenientes do ndédulo (C)
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Fotos da autora
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3.2.3 Autenticac¢io e purificacio dos isolados

Todos os isolados obtidos foram autenticados por meio da confirmacdo da capacidade de
nodulagdo do hospedeiro original (Figura 6), com a utilizagdo de 3 plantas (repeti¢cdes) por isolado.
ApOs essa etapa e para garantir culturas puras, nos isolados que foram positivos na autenticacao, foi
realizada a purificacdo com uma diluicdo seriada até o nivel de 10 das culturas armazenadas
correspondentes, retirado uma aliquota e riscados em placa contendo meio YMA com azul de

bromotimol.

Figura 6: Experimento de autenticacao dos isolados com feijao-caupi

Foto da autora

3.2.4. Caracterizacio morfocultural dos isolados

Apos o processo de purificagdo, os isolados que ndo apresentaram contaminantes foram
repicados novamente em placas contendo meio YMA com azul de bromotimol (FRED e
WAKSMAN, 1928; VINCENT, 1970) e avaliados conforme caracteristicas fenotipicas das colonias
(Figura 7), em funcdo do tempo de crescimento (rapido — coldnias isoladas aparecem até trés dias

depois de repicadas; intermediario — colonias aparecem de quatro a seis dias; e lento — coldnias
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aparecem entre 7 a 10 dias); quanto a rea¢do de pH em meio de cultura (AC: 4cida; AL: alcalina; N:
neutra, o azul de bromotimol deixa o meio esverdeado em pH 6,8. Se as bactérias acidificarem o
meio, este adquirird a cor amarelada, enquanto que se alcalinizarem o meio, a coloragao ficara
azulada); transparéncia da col6nia (opaca - quando ndo possui o brilho; translucida - quando
permite a passagem da luz através da placa; e transparente — quando além de permitir a passagem da
luz, percebe-se claramente o que tem do outro lado); tamanho da coldnia (puntiforme - coldnias
com diametro menor que 1 mm; colonias com didmetro entre 1-2 mm e col6nias com diametro >2
mm); forma da colonia (circular ou irregular); cor das colonias; presenca de muco (sim ou nao);

producgdo de muco (escasso, moderado ou abundante) e tipo de muco (seco, butirico ou floculoso).

Figura 7: Caracterizagdo dos isolados autenticados em placa de Petri.

———

Foto da autora

As caracteristicas do meio de cultivo foram tabuladas em uma planilha que foi transformada

em uma matriz bindria para a constru¢ao de dendograma de similaridade por agrupamento.
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3.2.5 Identidade taxonomica dos isolados

3.2.5.1 Extracao de DNA

Os isolados foram cultivados em 5,0 mL de meio de cultura contendo extrato de levedura e
manitol (YM) liquido e incubados a 28°C sob agitacdo de 150 rpm durante o tempo de crescimento
de cada isolado. Uma aliquota de 1,0 mL da suspensao de células foi transferida para tubos de
polipropileno de 1,5mL, sendo centrifugados por 3 min a 13.000 rpm (MARTINS et al., 2015). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi utilizado para extragdo do DNA gendmico
utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (N° A1125, Promega), conforme

recomendacao do fabricante.

3.2.5.2 Sequenciamento do gene 16SrRNA

O gene 16S rRNA dos isolados foi amplificado pela reacao de polimerase em cadeia (PCR)
usando-se GoTaq® DNA polimerase (Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante em
volumes de 50 pl, com 10 pmol dos primers 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R
(TACGGYTACCTTGTTACGACTT) (LANE, 1991). Os produtos de PCR foram sequenciados das
duas pontas usando-se os mesmos primers usados nas reagdes de PCR com ajudao sequenciador
capilar ABI 3730xl DNA analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias foram processadas e

montadas usando-se o software BioNumerics versdao 7.2 (Applied Maths, Bélgica).

3.2.5.3 Fingerprinting molecular por BOX-PCR e GTG 5

A variabilidade genética dos isolados foi avaliada por meio dos perfis moleculares gerados
por meio de reacdo de BOX-PCR e GTGS. Foram selecionados os isolados conforme resultado
obtido apds o seqiienciamento do gene 16S rRNA, retirando aqueles que nao eram rizobios, e foi
realizado um dendrograma concatenado com os dois marcadores.

As reagoes de BOX-PCR foram conduzidas com o iniciador BOX-Al
(CTACGGCAAGGCGACGCTGACG) (VERSALOVIC et al., 1994) e o ISSR com o iniciador
(GTG)S5 (5’- GTGGTGGTGGTGGTG -3’) (SVEC et al., 2005). As reagoes foram dimensionadas
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para um volume final de 20 pL, utilizando: tampao de reagdo 1X, MgCl, 0,6 pL, dNTP 2,5 uL, Taq
DNA polimerase 0,2 puL, 1,0 uL dos primers e 2,0 uL de DNA. A amplificagdo foi realizada
utilizando os seguintes ciclos: um ciclo de desnaturagdo inicial a 95°C por 6 mim, 35 ciclos de
desnatura¢do (2 min a 94 °C), temperatura de anelamento de 52°C por 2 min e extensdo (8 min a
72°C), um ciclo de extensao final a 72°C por 16 min. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% (p/v) a 100 V por 120 minutos. Posteriormente, o
gel foi visualizado em transluminador sob luz UV e fotografado em fotodocumentador. Todos os
perfis foram avaliados com auxilio do programa Bionumerics 7.6 (Applied Maths, Bélgica).

Os perfis genéticos foram avaliados com auxilio do programa Bionumerics 7.6 (Applied
Maths, Bélgica) utilizando o coeficiente de Dice e o método de agrupamento UPGMA para a

constru¢do do dendrograma de similaridade.

3.2.6 Tratamento estatistico dos dados

A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada com o programa SeqScanner 2.0 (Applied
Biosystems, EUA). A montagem dos contigs foi feita com o BioEdit e a similaridade das
sequéncias obtidas no sequenciamento foi comparada com aquelas depositadas no banco de dados
GenBank do National Center for Biotecnology Information (NCBI))
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) usando a ferramenta BLASTn. As sequéncias das estirpes
tipo (typestrain) e dos isolados rizobianos com maior similaridade foram baixadas para o
alinhamento e alinhadas utilizando o algoritmo MUSCLE. As arvores filogenéticas foram
construidas pelo método Neighbour-Joining e o modelo Jukes-Cantor com auxilio do programa

MEGA 11 (TAMURA et al., 2021).

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Isolamento, autenticacao e purificacio dos rizobios

No ensaio com planta isca em tubos com solucdo de Norris agarizada, apenas foram produzidos
nddulos nas raizes do feijao-caupi, inoculado com a suspensao salina obtida a partir de raizes de
cana-de-aglicar cultivada em consoércio com esta mesma leguminosa (Figura 8). As plantas

inoculadas com as demais suspensdes de raizes ndo nodularam, demonstrando que as raizes da
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variedade RB 92579 de cana cultivada solteira ou consorciada com soja ou com amendoim ndo

abrigam nddulos capazes de formar simbiose com nenhuma das trés leguminosas estudadas.

Figura 8: Utilizagdo de feijao-caupi com planta isca para obtencao de nédulos dos extratos de raiz
de cana-de-agucar

Foto da autora

Ao todo foram obtidos 48 isolados, dos quais 17 foram confirmados como sendo rizobios,
pois foram positivos no teste de renodulagcdo no feijao-caupi. Apos realizagdo da diluicdo seriada
para purificacdo, desses 17 isolados autenticados, observamos em 3 placas (nos tratamentos 12, 13 e
16) o crescimento de duas coldnias distintas, que foram entdao considerados isolados A (menor) ¢ B
(maior coldnia) (Figura 10A), totalizando assim 20 isolados que foram transferidos para placas de
Petri contendo meio YMA com azul de bromotimol como indicador de pH para realizagdo da

caracterizacao morfofisiologica (Figura 10B).
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Figura 9: Isolados obtidos ap6s a autenticagao.

Foto da autora

3.3.2 Caracterizacao fenotipica dos isolados

As caracteristicas morfoldgicas foram tabuladas em uma planilha que foi transformada em
uma matriz bindria para a constru¢do do dendrograma de similaridade por agrupamento com a
utilizagdo do programa PAST 4.03, onde pudemos observar apenas dois isolados com crescimento

répido (1 e 17), nenhum com crescimento intermediario e o restante com crescimento lento.
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Figura 10: Tratamento 13 com duas coldnias distintas (A) e Caracterizacdo morfologica das
bactérias que acidificam (amarela), neutralizam (verde) ou alcalinizam (azul) o meio (B).

Fotos da autora

Tabela 2: Descricao das caracteristicas em meio de cultivo YMA com azul de bromotimol de

rizébios isolados de raizes de cana de agucar

N Tempo de pH do Tamanho Forma Transparéncia Cor da Presenca  Producio  Consisténcia
crescimento meio da colonia da da colonia colénia de muco de muco do muco
(mm) colonia
1 rapido Acido >2 Irregular transliicida amarela sim abundante floculosa
2 lento Acido >2 Circular translucida amarela sim abundante floculosa
3 lento Acido >2 Circular translucida amarela sim abundante floculosa
4 lento acido >2 Circular transltcida amarela sim abundante floculosa
5 lento neutro 1-2 Circular translucida branca nao €scasso butirica
6 lento acido >2 Circular translucida amarela sim abundante floculosa
7 lento acido >2 Circular translticida amarela sim abundante floculosa
8 lento acido >2 Circular translucida amarela sim abundante floculosa
9 lento neutro 1-2 Circular translucida branca nao €scasso butirica
10 lento neutro 1-2 Circular translticida branca nio €scasso butirica
11 lento neutro <1 Circular opaca branca nio €scasso seca
12A lento alcalino 1-2 Circular translucida branca nao €scasso butirica
12B lento alcalino >2 Irregular transparente incolor sim moderado floculosa
13A lento alcalino 1-2 Circular translicida branca nio €scasso butirica
13B lento alcalino >2 Irregular transparente incolor sim moderado floculosa
14 lento neutro 1-2 Irregular transliicida branca nio escasso seco
15 lento alcalino >2 Irregular translicida creme sim moderado floculosa
16A lento alcalino 1-2 Circular translucida branca nao €scasso butirica
16B lento alcalino >2 Irregular transparente incolor sim moderado floculosa
17 rapido acido >2 Irregular transliicida amarela sim abundante floculosa
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Ao obter o dendograma e considerando uma similaridade de 100% podemos agrupar os

isolados em 8 grupos distintos, conforme imagem abaixo:

Figura 11: Fenograma de similaridade por agrupamento dos isolados obtidos de raiz de cana-de-
acucar cultivada em consorcio com feijado-caupi. PAST 4.03
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Os isolados 11, 14 e 15 ndo apresentaram 100 % de similaridade de caracteristicas de cultivo
com nenhum dos demais isolados, formando grupos monofiléticos. Exceto os isolados 1 e 17, todos

os demais sdo de crescimento lento.

No grupo I se agruparam os isolados 12B, 13B e 16B, com as caracteristicas de colonia
maior que 2 mm, de formato irregular, transparente e incolor e com forma¢ao de muco moderado e
de consisténcia floculosa. O oposto ocorreu com os isolados do grupo V, formado por 12A, 13A e
16A em relagdo as caracteristicas da colonia que foram de formato circular, translucida e branca e

com muco escasso € de consisténcia butirica.

No grupo II, formado pelos isolados 1 e 17, que apresentaram crescimento rapido,
acidificando o meio, e a colonia maior que 2 mm, de formato irregular, translicida, amarela e com
muco abundante e de consisténcia floculosa. No grupo III, composto pelos isolados 2, 3,4,6, 7 ¢ 8
com caracteristicas de colonia de tamanho maior que 2mm, circular, translicida, amarela e com

muco abundante e de consisténcia floculosa.
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No grupo IV, os isolados 5, 9 e 10 apresentaram neutralizagdo do meio, colonia com 1-2

mm, de formato circular, transliicida e branca e com muco escasso.

3.3.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA

Para o posicionamento taxondémico, os 20 isolados foram submetidos a amplificagdo do
fragmento do gene 16S rRNA, purificacdo e sequenciamento. Destes, 16 apresentaram sequéncias
de boa qualidade em ambos os sentidos de sequenciamento (forward e reverse) apos verificagdo no
programa SeqScanner (Figura 12) e, posteriormente, tiveram suas sequéncias montadas e alinhadas
com sequéncias de estirpes depositadas no banco de dados GenBank (Tabela 3). Aqueles que nao

apresentaram sequéncias satisfatorias, ndo puderam ser identificados.

Figura 12— Analise da qualidade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA do isolado 13B por meio
do programa Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) com 963 bases continuas (parte em azul
indica leitura continua com QV>20.

all 13A 1492R F10.06.cb1 [l 13A27F_F09.06.ab1 |ij 13B.1492R G10.07.ab1 | ilm]
|C\Users\sucas\OneDrive\Area de Trabalho\Sueide 165 rRNA\13B 1432R_G10_07.ab1 |

BAGAGCTITA CAACCCCTAG GGGCCTTITCA TCACTCACGC GCATI

TGCGGTACCG TCATTATCIT CCCGCACAAR

| 1 EGTACEETAC EeicccBecT
121

241
361
481
€01
721
841
861

1081 GCCCATGICA TATCCCACIG CCTGCTTCCG TAAGAGICGG CGIGICICAG TICCAATGIG CCIGAATCAT CTICTICAGA ATCG 1164

GCIGGA TCAGGCITGC

Pure Base QV Mixed Base QV
High [ll  Medium Low [l High [l Medium Low ll v
| Analyzed |Raw | Analyzed~ Raw | Annotation Sequence |EPT|

O gene 16S rRNA ¢ o principal componente da subunidade ribossdmica nos procariontes,
encontrando-se presente em todas as bactérias e apresentando caracteristicas conservativas ao longo
da evolugdo, servindo como indicador de como os micro-organismos estdo intimamente
relacionados durante a evolugdo em milhoes de anos (ATLAS; BARTHA, 1998). Dos 20 isolados
avaliados, 7 apresentaram similaridade com Rhizobium miluonense, € 4 com Bradyhrizobium
elkanii. Dos demais, 2 isolados tiveram 99,79 de similaridade com Enterobacter sichuanensis € 3
isolados com Leifsonia shinshuensis com similaridade superior a 99%. Quatro isolados

apresentaram sequéncia de mé qualidade, ndo dando para identificar o género.
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Tabela 3: Identificagdo dos isolados de cana-de-acticar por meio da comparagdo de sequéncias do
gene 16S com as estirpes “tipo” disponiveis no banco de dados GenBank.

.~ Nome Query e . Numero de
Isolado Descricao 16S Cientifico cover Similaridade Acesso 16S
Enterobacter
1 sichuanensis Enterobacter 100% 99,79% MG83788.1
WCHECL1597 sichuanensis
Rhizobium L.
2 miluonense Rhizobium 99% 99,93% NR_044063.1
CCBAU 41251 miluonense -
Rhizobium L.
3 miluonense R’.“;Z"b wwm 100% 99,85% NR_044063.1
CCBAU 41251 uonense
Rhizobium L.
4 miluonense nfzfgfézzz 99% 99,85% NR_044063.1
CCBAU 41251
Leifsonia . .
5 shinshuensis DB Leifsonia 100% 99,34% NR_043663.1
102 shinshuensis
Rhizobium L.
6 miluonense Rf;’”b wm 99% 99,78% NR_044063.1
CCBAU 41251 muonense
Rhizobium L.
7 miluonense R’?f"b wm 99% 99,93% NR_044063.1
CCBAU 41251 ionense
Rhizobium L.
8 miluonense Rhizobium 100% 99,85% NR_044063.1
CCBAU 41251 miluonense -
Rhizobium L.
9 miluonense Rhizobium 99% 99,62% NR_044063.1
CCBAU 41251 miluonense —
Leifsonia . .
10 shinshuensis DB }f“f””"’ . 100% 99,06% NR_043663.1
102 shinshuensis
Leifsonia . .
11 shinshuensis DB Leifsonia 100% 99,56% NR_043663.1
102 shinshuensis
12A Seq ruim*
12B Seq ruim*
Bradyhrizobium Bradyhrizobium o o
13A elkanii USDA 76 wlkanii 100% 100% MN338958.1
Bradyhrizobium Bradyhrizobium N N
138 elkanii USDA 76 elkanii 99% 100% MN338958.1
14 Seq ruim*
15 Seq ruim*
Bradyhrizobium  Bradyhrizobium N o
16A elkanii USDA 76 wlkanii 99% 99,9% MN338958.1
Bradyhrizobium  Bradyhrizobium o o
16B elkanii USDA 76 wlkanii 100% 100% MN338958.1
Enterobacter Enterobacter
17 sichuanensis oh . 99% 99,79% MG832788.1
WCHECL1597 sichuanensis

*Seq ruim= sequéncia ruim
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O género Bradyrhizobium foi encontrado em tecidos internos de raizes de cana-de-agucar
em Seropédica- RJ (MENEZES-JUNIOR et al., 2019), onde por meio de perfil BOX-PCR e
analises de 16S rRNA e ITS foi possivel confirmar filotipos pertencentes ao clado B. elkanii, B.
japonicum e B. sacchari, confirmando assim a presenca natural de diversas espécies de
Bradyrhizobium spp. em sistemas radiculares de cana-de-agucar.

O raquitismo-de-soqueira (RSD), causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx) ¢
considerada a principal patologia em cana-de-agucar, sendo responsavel por perdas na producao que
podem exceder 50%, a depender da concentragdo do patdégeno nos vasos condutores da planta
(DIAS, CARRER FILHO & CUNHA, 2019).

Como base nas 11 sequéncias de isolados rizobios obtidos € com sequéncias parciais do gene
16S rRNA de 26 estirpes tipo utilizadas como referénciasfoi construida uma arvore filogenética
(Figura 14).

Figura 13— Arvore filogenética construida com base em sequencias parciais do gene 16S rRNA de

11 sequéncias de bactérias isoladas de nddulos radiculares de feijdo-caupi e de 26 estirpes tipo
utilizadas como referéncias.

0 N O B~ N W

Rhizobium miluonense CCBAU 41251 (NR 044063.1)
=9
AHRhizobium hainanense 166 (NR 029195.1)

Rhizobium tropici CIAT 899 (CP004015.1)
Rhizobium multihospitium CCBAU 83401 (NR 044053.1)
Rhizobium freirei PRF 81 (NR 116336.1)
— Rhizobium lusitanum P1-7 (NR 043150.1)
Rhizobium mayense CCGE526 (NR 109703.1)
Rhizobium jaguaris CCGE525 (CP032694.1)
% Rhizobium vallis CCBAU 65647 (NR 116835.1)
Rhizobium paranaense PRF 35 (NR 134152.1)
Rhizobium leucaenae LMG 9517 (NR 118993.1)
Rhizobium calliandrae CCGE524 (NR 109693.1)
Rhizobium sophorae LMG 27901 (MH345083.1)
Rhizobium indigoferae NBRC 100398 (NR 113895.1)
Rhizobium indigoferae CCBAU 71042 (NR 115124.1)
Rhizobiumindicum JKLM 12A2 (CP054021.1)
Rhizobium anhuiense CCBAU 23252 (KF111868.2)
Bradyrhizobiumyuanmingense (AB601658.1)
Bradyrhizobium japonicum USDA 6 (AP012206.1)
Bradyrhizobiumpaxllaeri LMTR 21 (CP042968.1)
Bradyrhizobiumicense LMTR 13 (CP016428.1)
Bradyrhizobiumseptentrionale 1S1 (CP088285.1)
Bradyrhizobiumembrapense SEMIA 6208 (NR 145861.1)
Bradyrhizobiumviridifuturi SEMIA 690 (NR 145860.1)
Bradyrhizobiumpachyrhizi PAC48 (NR 043037.1)
Bradyrhizobiumelkanii USDA 76 (MN338958.1)
16B
16A
13B
13A
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3.3.4 Fingerprinting molecular por BOX-PCR e GTGS

A analise de fingerprinting molecular realizada com 16 isolados: 11 rizobios, 4 sequéncias
que nao puderam ser identificadas pelo 16S rRNA e um isolado, identificado como Leifsonia, (5),
permitiu identificar a diversidade intraespecifica dos perfis genéticos obtidos e indicou um grau de

diversidade genética mediano, uma vez que os isolados apresentaram 7 perfis de DNA (Figura 14).

Com base nos resultados foram formados grupos maiores com os isolados 12A, 13A, 13B,
16A e 16B em um grupo ¢ 2, 4, 6, 7 ¢ 8 em outro grupo. Os isolados 5 e 9 formaram um grupo

menor. J4 os isolados 12B, 15, 14 e 3 apresentaram perfis tnicos de DNA.

Comparando com 16S rRNA, foi observado que os resultados estdo consistentes, sendo
necessario o sequenciamento dos isolados para identificagdo em nivel de espécie. Esses dados
mostram a condi¢do de dimorfismo de colonias nos isolados de Bradyrhizobium, em que o mesmo
isolado pode apresentar caracteristicas morfoldgicas diferentes.

Figura 14: Dendograma concatenado com os marcadores BOX PCR e GTGS5 dos isolados obtidos
de raiz de cana-de-agucar consorciada com feijao-caupi

Box+GTG Box-PCR GTGS

Dentre os rizébios do género Bradyrhizobium encontrados na cana-de-acucar, os B. elkanni

foram os mais encontrados neste e em outros trabalhos, mostrando que parece ser a espécie mais
comum encontrada colonizando as raizes da cana-de-agucar e que os Bradyrhizobium posseum
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afinidade especial por colonizar raiz de cana-de-actiicar (ROUWS et al., 2014, MENEZES-JUNIOR
etal., 2019).

4. Conclusoes

A cana-de-aglcar cultivada em consdrcio com feijdo-caupi abriga populagdo de rizdbios
endofiticos que apresentam capacidade de nodular essa leguminosa e a sua presenga nas entrelinhas
da cana-de-agucar estimula o aumento da populacdo de rizébio desta leguminosa. Bactérias dos
géneros Rhizobium e Bradyrhizobium foram encontradas colonizando raizes de cana-de-agucar.
Dentro do género Bradyrhizobium, a cana-de-agucar parece ter preferéncia por ser colonizada por

B. elkanni.
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4. CAPACIDADE DE RIZOBIOS ISOLADOS DE RAIZES DE CANA DE
ACUCAR EM PROMOVER O CRESCIMENTO DE LEGUMINOSAS:
AVALIACAO IN VITRO E IN VIVO

Resumo

A ocorréncia de rizobios, bactérias tradicionalmente conhecidas como microssimbiontes de
leguminosas, tem sido observada em tecidos de diversas espécies de gramineas, mas o
conhecimento sobre o potencial de utilizacdo dessas bactérias ainda ¢ incipiente. Nesse sentido, o
objetivo desse trabalho foi testar o potencial de rizobios isolados de raizes de cana-de-agtcar de
produzir substancias promotoras de crescimento de plantas e de promover a produgdo de biomassa
defeijdo comum (Phaseolus vulgaris L.); feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) e soja (Glycine Max
L. meir). Os isolados foram testados quanto a capacidade de solubiliza¢do de fosfatos e biossintese
de acido indolacético (AIA). Foram montadostrés experimentos em casa de vegetacao, utilizando
copos com capacidade para 500ml, preenchidos com substrato estéril (areia e vermiculita, na
propor¢ao de 1:1). Os experimentos, um para cada leguminosa, foram conduzidos em delineamento
em blocos ao acaso, com 22 tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram em
inoculagdes com 20 isolados de rizébios e dois controles sem inoculacao (sendo um com adubagao
nitrogenada e um controle absoluto). A coleta foi realizada em torno de 45 dias ap6s o plantio. O
material vegetal coletado (parte aérea e raiz) foi levado a estufa de circulagdo forgada de ar (72
horas a 60°C) para secagem e determinagdo da biomassa. Os nddulos, quando presentes, foram
lavados, contadosercalizada a determinagdo da massa seca. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia e quando o F foisignificativo, foram realizadas comparagdes de médias
utilizando o programa computacional Sisvar, sendoas médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Nenhum dos isolados foi capaz de solubilizar o fosfato de aluminio (P-Al). Em
relacdo a solubilizagdo do fosfato de célcio, o P-Ca foi disponibilizado por 55% (11) dos 20
isolados. Houve produgdo de AIA por todos os isolados, 60% deles tiveram média e 40% alta
producao de AIA. Na avaliagdo em casa de vegetacdo, nao houve nodulagdo com o feijdo comum
nem com a soja € ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Em relagdo ao caupi, 12
isolados nao foram capazes de nodular o feijdo-caupi, podendo este resultado estar relacionado a
possivel perda da capacidade de nodular desses rizobios ou ser devido as condi¢des do ambiente,
como a alta temperatura. Oito isolados nodularam o feijao-caupi, porém tiveram nodulos pequenos
e inativos, mostrando que ndo estavam realizando a FBN.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento. Produgdo de 4acido indoléacetico. Solubilizagdo
de fosfato.
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ABILITY OF RHIZOBIANS ISOLATED FROM SUGAR CANE ROOTS TO PROMOTE
LEGUMINOSIS GROWTH: IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION

Abstract

The occurrence of rhizobia, bacteria traditionally known as legume microsymbionts, has been
observed in tissues of several grass species, but knowledge about the potential use of these bacteria
is still incipient. In this sense, the objective of this work was to test the potential of rhizobia isolated
from sugarcane roots to produce growth-promoting substances in plants and to promote the
production of common bean (Phaseolus vulgaris L.) biomass; cowpea (Vigna unguiculata L.) and
soybean (Glycine Max L. meir). The isolates were tested for phosphate solubilization capacity and
indoleacetic acid (IAA) biosynthesis. Three experiments were carried out in a greenhouse at the
Universidade Federal Rural de Pernambuco-UFRPE, using cups with a capacity of 500ml, filled
with sterile substrate (sand and vermiculite, in the proportion of 1:1). The experiments, one for each
legume, were conducted in DBC, with 22 treatments and four replications. The treatments consisted
of inoculations with 20 rhizobia isolates and two controls without inoculation (one with nitrogen
fertilization and an absolute control). The collection was carried out around 45 days after planting.
The plant material collected (shoots and roots) was taken to a forced air circulation oven (72 hours
at 60°C) for drying and biomass determination. The nodules, when present, were washed, counted
and the determination of dry mass was performed. The results were submitted to analysis of
variance and when the F was significant, comparisons of means were performed using the Sisvar
computer program, and the means were compared by Tukey's test at 5% probability. None of the
isolates was able to solubilize aluminum phosphate (P-Al). Regarding the solubilization of calcium
phosphate, P-Ca was available in 55% (11) of the 20 isolates. There was AIA production by all
isolates, 60% of them had medium and 40% high AIA production. In the greenhouse evaluation,
there was no nodulation with common bean or soybean, and there was no statistical difference
between treatments. Regarding cowpea, 12 isolates were not able to nodulate cowpea, which may
be related to the possible loss of the ability to nodulate these rhizobia or be due to environmental
conditions, such as high temperature. Eight isolates nodulated cowpea, but had small and inactive
nodules, showing that they were not performing BNF.

Keywords: Growth promoting bacteria. Production of indoleactic acid. Phosphate solubilization.
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4.1 Introducao

A fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) ¢ um processo natural em que o nitrogénio
atmosférico ¢ absorvidopor micro-organismos diazotréficos, que quebram a molécula N, e a
convertem em uma forma assimildvel pelas plantas. Para que a FBN seja possivel, ¢ necessario que
se forme uma associacdo mutualistica entre as plantas e as bactérias diazotréficas. Essa relacdo
pode ser de forma associativa, de vida livre ou simbidtica, que ¢ o caso da relacdo rizobio-
leguminosa, onde ha a formacdo dos nodulos. Nessa relagdao entre as bactérias fixadoras de N e as
espécies vegetais, a associacdo entre as bactérias dos grupos dos rizobios e as plantas da familia das
leguminosas ¢ a mais bem-estudada e caracterizada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; EMBRAPA,
2020).

As bactérias que se tem maior interesse agrondmico sdao do género Rhizobium e
Bradyrhizobium, que fazem simbiose com plantas leguminosas e para que ocorra o reconhecimento
e forme-se a simbiose entre bactéria e planta, necessita-se ter uma especificidade para que ocorra o
processo de fixacdo bioldgica do N,. Como toda relagdo mutualistica, ambos os simbiontes sao
beneficiados: as bactérias transformam o N, para NHj3 e fornece as plantas, e em contrapartida, elas
necessitam de acucares, que sdo fornecidos pelo hospedeiro (FLOSS, 2011).

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) apresenta a propriedade de estabelecer simbiose com
bactérias do género Rhizobium. Moreira et al. (2017) verificaram que apds inoculagdo com
diferentes estirpes de Rhizobium, houve ganhos significativos em nodulacdo e produtividade de
feijdo comum e que até 75,8% do N presente na parte aérea ¢ oriunda da FBN. Porém, por mais que
existam indicagdes de diferentes produtos comerciais e diferentes cultivares com distintos graus de
sensibilidade a formulagdes de inoculantes, a pratica de inoculagdo no feijoeiro ainda € pouco
utilizada (SANYAL et al., 2019).

A cultura de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) se destaca quanto ao potencial de
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), que pode ser incrementado por meio da inoculagdo com
bactérias rizobianas. O uso de inoculantes com estirpes eficientes (XAVIER et al., 2006) diminui ou
mesmo dispensa o uso de fertilizantes nitrogenados, sendo esta uma importante tecnologia para a
agricultura brasileira. Na soja (Glycine max (L.) Mer), o nitrogénio (N) ¢ o nutriente requerido em
maior quantidade por conta da grande quantidade de proteina contida nos graos, possuindo um teor
médio de 6,5% N. Quando bem inoculada, a soja nodula e, através da associagdo simbidtica, os
micro-organismos fixam nitrogénio atmosférico eficientemente, suprindo 100% da adubacdo

nitrogenada (ZUFFO et al., 2020; ZUFFO et al., 2022).
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Embora rizobios classicos sejam definidos como bactérias capazes de infectar raizes de
leguminosas, formando nodulos onde fixam o N atmosférico de maneira mais eficiente que as
bactérias que colonizam as gramineas, diversos trabalhos relatam a presenca de rizobios no interior
da raiz de gramineas, assim como a cana-de-acucar (MATOS et al., 2017). Nao se sabe se esses
organismos exercem fungdes benéficas para as plantas, mas, se forem capazes de atuar como
bactérias promotoras de crescimento, essa associagdo rizobios gramineas pode representar uma
grande possibilidade de desenvolvimento de tecnologias baseadas em bioinsumos ou em manejos
mais independentes de fertilizantes quimicos para a cultura.

Além da contribui¢do por meio da FBN, os rizébios podem produzir substancias promotoras
de crescimento das plantas. Esses mecanismos produzidos contribuem para o desenvolvimento das
plantas direta ou indiretamente, por meio de solubilizacdo de fosfatos de célcio ou aluminio,
producdo de fitormodnios, sideroforos, protegendo contra fitopatdgenos e mitigando estresse por
seca (BATISTA et al., 2018; SANTOS et al., 2018; BLANCO et al, 2021; VILLANUEVA; 2021).
Os resultados obtidos at¢é o momento sugerem que rizobios e outras bactérias ndo nodulantes
filogeneticamente relacionadas com eles representam um grupo de micro-organismos que deve ser
mais bem estudado no sentido da sua aplicacdo para culturas da familia Poaceae, como a cana-de-
acucar, e testes podem ser feitos em leguminosas também.

As fabaceas inoculadas fixam uma quantidade de nitrogénio atmosférico suficiente para
suprir a demanda da cultura para produtividades satisfatorias, sendo possivel diminuir (na cultura do
feijdo) ou até mesmo eliminar (na cultura da soja) a utilizagdo de fertilizantes nitrogenados,
possibilitando um melhor custo/beneficio para o produtor de ambas as culturas e diminuindo os
impactos ambientais que os fertilizantes quimicos provocam. Considerando isso, o objetivo deste
trabalho foi testar o potencial de rizdbios provenientes da raiz da cana-de-agiicar de produzir
substancias promotoras de crescimento em plantas e de avaliar a eficiéncia da inocula¢do na
producdo de biomassa e nodulagdo do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.); feijao-caupi (Vigna

unguiculata L.) e soja (Glycine max L. meir).
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Potencial dos isolados de produzir substancias promotoras de crescimento

em plantas

4.2.1.1 Solubilizaciao de fosfato de calcio e aluminio

Foi analisada a capacidade de solubilizar tri-fosfato de célcio assim como fontes inorganicas
insoltiveis de aluminio pelos isolados. Os isolados foram inoculados em triplicata retirando-se uma
por¢ao de uma coldnia isolada e realizando um leve toque no meio de cultura com auxilio da al¢a de
platina. A formagdo de halo translicido em torno da coldnia indica a solubiliza¢do do fosfato. O
halo foi medido com auxilio do paquimetro possibilitando calcular o indice de solubilizagdo (IS)

(BERRAQUEIRO et al., 1976):

IS = D (halo)/D (coldnia)

Em que: IS = indice de solubilizag¢do, D =diametro, do halo e da coldnia, respectivamente

Com base nos indices de solubilizagdo, os isolados foram classificados como isolados com
baixa (IS<2), média (2<IS<4) ou alta (IS>4) capacidade de solubilizagdo.A selecdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato de célcio bibasico foi realizada segundo metodologia descrita por Verma;
Ladha; Tripathi (2001) com modificacdes (Apéndice A). Os isolados foram repicados em meio de
cultura solido e incubados a 28° por 15 dias.

A selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato de aluminio foi realizada utilizando o
método descrito por Hara; Oliveira (2004). Os isolados foram incubados em meio de cultura sélido
(Apéndice B) incubados a 28°C por 15 dias.

De acordo com o inicio da solubilizagao, os isolados foram classificados como precoces (até
3° dia), tardia (ap6s 3° dia) e ndo solubiliza aparentemente (ndo apresentou solubilizagdo até¢ o 15°

dia). (HARA; OLIVEIRA, 2004).
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4.2.1.2 Producao de acido indol acético (AIA)

Para a avaliagdo da produgdo de AIA, foi utilizado o método descrito por Kuss et al. (2007),
com base na alteragdo de coloragdo das amostras devido a oxidacdo dos compostos indoélicos,
variando de amarelo (ndo oxidado) a vermelho (oxidado). Os isolados foram cultivados em meio
Tryptone Soya Broth (TSB) (Apéndice C) suplementado com L-triptofano (5SmM), no escuro por 24
horas a 30°C, sob agitacdo (150rpm). Foram entdo centrifugados (12.000rpm) 1,5mL da cultura dos
isolados, durante 5 minutos. Posteriormente, foi transferido uma aliquota de ImL do sobrenadante
obtido para outro eppendorf, no qual foi adicionado 1mL do reagente de salkowski (FeCl; 0,5 mol.
L'l, ImL; HCIO4 35%, 49mL) (SERGEEVA; LIAIMER; BERGMAN, 2002) sendo incubada por
30 min. na auséncia de luz e avaliadas posteriormente utilizando espectrofotometro a 520nm.

A concentragdo de compostos indolicos foi estimada por meio de uma curva padrio,
previamente preparada com meio de cultura estéril ndo inoculado, com quantidades conhecidas de
AlIA: 0; 0,5; 10; 30; 50; 70; 90 e 100ug.mL, de acordo com a equagao Y= 0,016X + 0,002 (R2=
0,995). O ensaio foi realizado em triplicata. De acordo com a produgao de AIA, foram classificados
em baixa (< 1 pg.mL™); média (1 - 11 pg.mL™"); alta (11 - 50 pg.mL™") e elevada produgio (> 50
pg.mL") (KAVAMURA et al., 2013).

4.2.3 Experimento em casa de vegetacio com leguminosas

4.2.3.1 Delineamento experimental

Foi montado um experimento em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco- UFRPE. O experimento foi conduzido com um delineamento em blocos casualizados,
com quatro repeti¢cdes. Foram utilizadas 3 espécies de leguminosas, que possuem diferentes faixas
hospedeiras: feijdo comum (Phaseolus vulgaris L. cv. princesa); feijdo-caupi (Vigna unguiculata
(L) Walp cv. IPA 206) e soja (Glycine Max L. meir, FTR 3191 IPRO, 131-21/20). Os tratamentos
foram: inoculagdes com 20 isolados de rizobio ¢ dois controles sem inocula¢do, sendo um com

adubacao nitrogenada e o outro um controle absoluto.
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4.2.3.2 Preparo do inoculante

Foram utilizados 20 isolados de rizobio provenientes da raiz de cana-de-agtcar cultivada
em consorcio com feijado-caupi. Para o preparo dos inoculantes, as bactérias foram crescidas, em
condi¢des monoxénicas, em meio YM liquido, em agitador rotatério (150 rpm), de acordo com o
tempo de crescimento do isolado (por 48 horas rapido e 120 horas lento). Apds o crescimento, os
inoculantes foram submetidos a leitura da densidade Otica para estimar a quantidade de células
bacterianas. Todas as bactérias foram diluidas com o proprio meio para se obter uma concentragao

de 10® células ml™' e entdo realizada a inoculagéo.

4.2.3.3 Instalaciao do experimento

Para a montagem do experimento, foram utilizadas 3 sementes por pote e apos 10 dias
realizado o desbaste, ficando uma planta por vaso com capacidade para 500g de substrato estéril
(areia e vermiculita, na propor¢ao de 1:1). O experimento teve delineamento de blocos ao acaso,
com quatro repeti¢des e 22 tratamentos (inoculagdo com 20 isolados de rizobios e dois tratamentos
controle sem inoculacdo, sendo um com adicdo de N mineral e outro um controle absoluto sem
N).A adubagdo nitrogenada, em quantidade equivalente a dose recomendada em campo para cada
cultura, conforme Manual de Recomendag¢dao de Adubacao para o Estado de Pernambuco (IPA,
2008), foi dividida em 4 doses e aplicadas nas primeiras quatro semanas. Foi utilizada 80 ml de
solu¢do nutritira de Norris duas vezes por semana e agua destilada de forma a manter em torno de

70% da capacidade de pote.

Figura 1: Inoculagdo nas sementes de soja (A) e Experimento completo em casa de vegetagao (B)

Rl W

Fotos da autora
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4.2.2.4 Parametros avaliados

A coleta das plantas foi realizada em torno de 45 dias ap6s o plantio, quando foi analisada a
nodulacdo, sendo a parte aérea cortada rente a superficie do substrato, no colo da planta. As raizes
foram separadas da parte aérea e lavadas, os nodulos foram destacados e o substrato restante
tamisado em peneira com malhas de 2 mm para resgate dos nodulos caidos. Apds isso, 0 material
(parte aérea e raiz) foi acondicionado em sacos de papel, identificado e levado a estufa de
circulagdo for¢ada de ar (72 horas a 60°C) para secagem e determinagdo da biomassa seca. Os
nodulos foram lavados, contados e acondicionados em potes com silica gel para remocao da

umidade e determinagdo da massa seca.

4.2.2.5 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e quando o F foi significativo, foram
realizadas comparagdes de médias utilizando o programa computacional Sisvar (FERREIRA,

2011), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Producio de substancias promotoras de crescimento

4.3.1.1 Solubilizacio de fosfato

Nenhum dos isolados foi capaz de solubilizar o fosfato de aluminio (P-Al), resultado
também encontrado por Souza et al. (2021), que avaliaram rizébios provenientes de solos 4cidos da
regido de Manaus e por mais que 100% dos isolados mostraram-se tolerantes a acidez, nenhum

solubilizou o fosfato de aluminio.

O fosfato de célcio foi disponibilizado por 55% (11) dos 20 isolados, percentual superior ao
encontrado por Souza et al., (2021), que foi de 41%. Dos isolados que solubilizaram o P-Ca,
27,27% solubilizaram de forma precoce (até 3 dias) e 72,72% de forma tardia (apés o 3° dia). A
solubilizagdo foi baixa na maioria dos isolados (82%) e média em 18%, o que equivale a 8 e 3

tratamentos. Nenhum isolado apresentou solubilizacdo alta.
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Figura 2- Frequéncia da solubilizagcdo de fosfato de calcio pelos isolados obtidos da raiz de cana-
de-actcar. De acordo com o IS obtido: ( - ) ndo solubiliza; IS <2 baixo; IS 2 - 4 médio e IS > 4 alto

® N3o solubiliza
M Baixa

= Média

A eficiéncia agrondmica no uso adequado dos fosfatos tem sido um desafio no manejo de
solos no Brasil devido a limitagdo da fertilidade em regides tropicais que ¢ fortemente afetada pela
deficiéncia do P, pois boa parte da adubagao fosfatada fica indisponivel a planta, por conta do
fenomeno da fixagdo do P em reacao com componentes do solo, o que faz com que grandes
quantidades de fosfatos sejam necessarias para suprir essa deficiéncia e alcangar a necessidade do
elemento para as plantas (HALVERSON; HANDELSMAN, 1991; MENDES; REIS JUNIOR,
2003).RESENDE; FURTINI NETO, 2007). Nesse contexto, ¢ importante estudar outras fontes
fosfatadas como alternativas de menor custo e maior poder residual, implementar melhores praticas
de manejo de fertilizantes como aplicagdo da fonte correta, aplicada na taxa certa, no momento
certo e no lugar certo (ROBERTS; JOHNSTON, 2015) e buscar alternativas para tornar este fosforo
assimilavel para as plantas, como ¢ o caso da utilizagdo de micro-organismos solubilizadores de

fosfato.

Apesar dos rizobios serem micro-organismos endofiticos, sua capacidade de solubilizar
fosfatos pode ser de alguma importancia durante sua fase saprofitica nos solos ou fornecendo
compostos solubilizadores que podem fazer parte dos exsudados das raizes das leguminosas,

atuando dessa forma na solubilizacdo de formas de elementos nao disponiveis no solo.

4.3.1.2 Producio de Acido-Indol-Acético

Houve producdo de AIA por todos os isolados, 60% deles tiveram média e 40% alta

producao de AIA. Nenhum isolado teve producdo baixa ou elevada. Resultado superior ao
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encontrado por Sousa et al. (2021), em que apenas 52% dos rizobios foram capazes de sintetizaresse
metabolito em meio com triptofano e tiveram a produgdo classificada entre baixa (38%) e
média (52%).

Esse resultado mostra que os isolados possuem uma capacidade bastante favoravel em

relagdo a promover o crescimento das plantas por meio deste mecanismo.

Tabela 1: Solubilizagdo de P-Ca, producao de AIA e identificacdo dos isolados com base no 16S

RNA
Isolado  Solubilizagao AlA Identificacao
de Fosfato de do isolado
Calcio
1 ++ +++ Enterobacter
2 + +++ Rhizobium
3 + +++ Rhizobium
4 + +++ Rhizobium
5 + ++ Leifisonia
6 + +++ Rhizobium
7 + +++ Rhizobium
8 + +++ Rhizobium
9 + ++ Rhizobium
10 - ++ Leifisonia
11 - ++ Leifisonia
12A - ++
12B - ++
13A - ++ Bradyrhizobium
13B - ++ Bradyrhizobium
14 + ++
15 + ++
16A + ++ Bradyrhizobium
16B + ++ Bradyrhizobium

17 ++ +++ Enterobacter
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4.3.1.4 Experimentos em casa de vegetacao com leguminosas

e Feijao comum

No momento da coleta, foi observado que o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L. cv.
Princesa) nao formou nédulo em nenhum tratamento. A média de didmetro dos caules das plantas
variou entre 2,24 ¢ 2,97mm, ja em relacdo a altura os tratamentos tiveram entre 12,04 ¢ 19,50 cm.
Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos. A BSPA e BSR tiveram valores entre 0,24 a
0,38g ¢ 0,44 a 0,87g, respectivamente. Por mais que os isolados avaliados no experimento possuam
mecanismos de promog¢ao de crescimento como solubilizagdo de fosfato de célcio e/ou produgdo de
AIA, como ndo houve formagdo de nddulo, a contribuicdo deles para o feijdo comum ndo foi
eficiente como o esperado, ja que se sabe que na relagdo simbidtica rizébio-leguminosa hd um

beneficiamento bastante consideravel para a leguminosa em relagao do suprimento de nitrogénio.

Como a cultivar possui microssimbiontes conhecidamente eficazes em formar nddulos
(CAMPANHARO et al., 2013), podemos concluir que os isolados ndo possuem capacidade de

nodular o Phaseolus vulgaris L. cv. Princesa.

e Soja

No caso da soja, ndo houve nodulacdo entre os tratamentos. O didmetro e a altura variaram
entre 2,97 a 3,69 mm e 25,25 a 32,88 mm, respectivamente. Ja4 a BSPA e BSR teve valores entre
0,61 a1,33ge 0,67 a 1,34g, respectivamente. Nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos.

As plantas de soja podem interagir com diversos géneros bacterianos, como Rhizobium,
Bradyrhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), Azorhizobium e (Para)Bulkholderia (GYANESHWAR
etal., 2011; ARTIGAS RAMIREZ et al., 2019; SHARAF et al., 2019). Ja ¢ solido o conhecimento
de que a soja possui especificidade em nodular com algumas espécies do género Bradyrhizobium
como o B. japonicum (ZUFFO et al., 2020; ZUFFO et al., 2022) e B. elkanni (ROCHA et al., 2021).
Essa relacdo ¢ bastante especifica, porém também muito eficaz, chegando a inoculacdo com B.
Jjaponicum substituir 100% da adubacdo nitrogenada (ZUFFO et al., 2020).

Segundo Hungria (2002), para ocorrer uma boa infec¢ao nas raizes de soja a quantia minima
de células vidveis ¢ no minimo 600.000 de Bradyrhizobium por semente, sendo realizado antes de
iniciar a semeadura, as bactérias em contato com a semente comec¢am a germinacao € elas iniciam a

colonizagdo na raiz da leguminosa e o desenvolvimento dos nodulos.
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Como ndo se encontra naturalmente a presenga de bactérias deste género nos solos
brasileiros, ¢ indicado realizar a inoculagdo. Atualmente, o Brasil conta com quatro estirpes
disponiveis: SEMIA 5079, SEMIA 5080, SEMIA 5019 e SEMIA 587 (NOGUEIRA; HUNGRIA;
ARAUIJO, 2013). Um dos fatores que favorece o uso de Bradyrhizobium ¢ a especificidade da
infeccdo deste género na soja. As estirpes disponiveis comercialmente possuem um mecanismo de
reconhecimento na associagdo do rizobio com a leguminosa que obedece a um complexo conjunto
de informagdes genéticas entre as partes interessadas. No caso, diversos genes atuam para que os
rizobios se associem com a planta hospedeira (soja) de forma benéfica (CARDOSO; FREITAS,
1992; YUSUF; SIEMENS; BULLOCK, 1999).

e Feijdo-caupi

Figura 3: Experimento com feijado-caupi: inoculagao (A) e experimento montado (B)

Fotos da autora

Na coleta do feijao caupi (Vigna unguiculata (L) Walp cv. IPA 206) aos 35 dias apds a
inoculagdo, as medidas dos diametros (DIA) das plantas variaram entre 3,09 e 3,74 mm, ndo
havendo diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 2). Na Biomassa seca da parte aérea
(BSPA) a estirpe BR3267 teve a maior média com 0,53g, porém ndo diferiu dos tratamentos 13B,
17 e 14, que apresentaram médias de 0,41g, 0,38g e 0,36g, respectivamente. O isolado 9 foi o que
apresentou o menor desenvolvimento da parte aérea, pesando apenas 0,18g.

Ja em relacao a biomassa seca da raiz (BSR) o tratamento com aplicagao de nitrogénio e o
isolado 11 foram os que se destacaram, diferindo significativamente apenas do tratamento 13A.

Era esperado que o controle nitrogenado influenciasse positivamente os pardmetros

biométricos avaliados. No caso da inoculagdao com a estirpe BR3267, esperava-se que contribuisse
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bastante para o desenvolvimento da cultura, visto que ¢ a estirpe recomendada, porém acredita-se
que a bactéria teve sua eficiéncia diminuida, bem como a dos demais rizobios que foram
inoculados, devido a elevada temperatura dentro da casa de vegetacao e dentro do proprio substrato,

que foram superiores a 50°C e 43°C, respectivamente.

Tabela 2: Biometria das plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L) Walp cv. IPA 206)
inoculadas com rizdbios em casa-de-vegetacao

DIA BSPA BSR
(mm) ® ®

1 3,38 0,33bcd 0,39ab
2 3,20 0,26 bcd 0,30ab
3 3,22 0,30 bcd 0,30ab
4 3,22 0,27 bed 0,25ab
5 3,40 0,28 bcd 0,36ab
6 3,09 0,27 bed 0,24ab
7 3,10 0,25 bcd 0,27ab
8 3,42 0,28 bcd 0,29ab
9 3,40 0,18d 0,23ab
10 3,74 0,30 bcd 0,30ab
11 3,30 0,34 bcd 0,38a
12A 3,12 0,29 bcd 0,22ab
12B 3,70 0,29 bcd 0,24ab
13A 3,59 0,21cd 0,18b
13B 3,73 0,41ab 0,23ab
14 3,63 0,36abcd 0,26ab
15 3,39 0,31 bcd 0,20ab
16A 3,57 0,27 bed 0,22ab
16B 3,54 0,31 bcd 0,27ab
17 3,74 0,38abc 0,25ab
N 3,32 0,30 bcd 0,40a
CONTROLE 3,48 0,26 bed 0,28ab
BR3267 3,56 0,53a 0,33ab
CV 8,82 23,22 29,37

*Letras mintsculas comparam médias na mesma coluna pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Ndo houve
transformag@o de nenhum dado. CV: coeficiente de variacdo. DIA: Didmetro, BSPA: Biomassa Seca da Parte Aérea,
BSR: Biomassa Seca da Raiz
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As plantas inoculadas com os isolados: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 17, bem como o
controle absoluto (sem inoculagdo) nem o controle nitrogenado apresentaram nodulos.

Um dos motivos que justificaria a auséncia de nddulos nos tratamentos acima (exceto o
controle absoluto e nitrogenado) ¢ que os genes de nodulagdo de rizobios estdo organizados em
diversos operons, que podem estar localizados no cromossomo (LOH et al., 2003) ou em grandes
plasmideos simbidticos pSym (DAVILA, 2005; FREIBERG et al., 1997), dependendo da espécie
(CHEN et al., 2005). Quando esses genes sao localizados nos plasmideos, podem ser perdidos com
o tempo, deixando o rizobio sem capacidade de nodular.

Outro ponto € que o feijdo-caupi possui uma preferéncia por Bradyrhizobium em relagdo ao
Rhizobium, entdao em condicdes de estresse da casa de vegetagdo pelos fatores ja citados acima,
conseguiu formar simbiose com seu microssimbionte preferido, ndo havendo nodulos nos
tratamentos com o Rhizobium. Dessa forma, o feijdo-caupi foi habil para detectar Rhizobium no
experimento de prospecc¢ao e no de autentica¢do, mas parece ndo ter afinidade com eles.

Na avaliagdo da nodulacdo das plantas de feijao-caupi que nodularam (Tabela 5), o
tratamento 16B teve a maior média em relacdo ao nimero de nddulos, com 321 nddulos por planta e
o isolado 12A apresentou menor média, de 42,33 nodulos. Porém, mesmo tendo diferenca
significativa entre os tratamentos em relagdo ao NN, o isolado 16B ndo se destaca na producao de
biomassa total do nddulo, o que consequentemente leva a ter uma biomassa individual de nodulo
menor.

A estirpe de Bradyrhizobium BR 3267 apresentou maior média em relacdo a Biomassa Seca
Total de Nodulos (BSTN) da planta (93,43 mg.planta™), o que refletiu também na Biomassa Seca
Individual de Nodulos (BSIN), mostrando que seus nodulos estavam em menor quantidade, porém

apresentavam um maior tamanho, que ¢ o desejavel para uma nodulagao mais eficiente.
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Tabela 3: Avaliacdo da nodulacao nas plantas de feijao-caupi cultivadas em casa de vegetagao

BSTN BSIN
NN
(mg.planta™) (mg.planta'l)

12A 42,33 ¢ 5,26 c 0,1185 ab
12B 146,33 abc 22,16 abc 0,1694 ab
13A 152,66 abc 23,26 abc 0,1339 ab
13B 299,33 ab 33,83 abc 0,1276 b
14 261,00 ab 49,16 abc 0,1980 ab
15 69,00 bc 13,86 bc 0,1634 ab
16A 149,33 abc 16,66 abc 0,0935 b
16B 321,00 a 53,26 ab 0,1634 ab
BR3267 225,33 ab 93,433 0,4156 a

Ccv 10,78 26,14 23,20

*Letras mintisculas comparam médias na mesma coluna pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para poder passar
no teste de normalidade de Skapiro-Wilk (0,05 de significancia) os dados foram transformados em Log. CV:
coeficiente de variagdo. NN: Numero de Nodulos, BSTN: Biomassa Seca total de Nodulos, BSIN: Biomassa Seca
Individual de Nodulos

Como a concentracdo do inoculante foi padronizada, a quantidade de nddulos pode estar
fortemente associada aos fatores intrinsecos do ambiente em que as bactérias fixadoras se
encontravam na casa de vegetacdo, que apresentava variagdes de temperatura que superavam 50° C
fora do substrato e 43°C dentro do substrato onde as plantas se encontravam. Assim, fatores
edafoclimaticos como temperatura, salinidade, umidade, pH do solo, resisténcia a substancias

toxicas, entre outros, influenciam a eficiéncia da simbiose (VALENTE et al., 2007).
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Figura 4: Comparacao entre plantas (A), sistema radicular (B) e nddulos (C) de plantas inoculadas
com a BR 3267 e o isolado 16B.

Fotos da autora

No geral, as plantas inoculadas com os tratamentos onde houve formagdo de nddulos,
apresentavam claramente deficiéncia de nitrogénio identificada pela cor amarelada e posterior
queda das folhas e também pela coloracdo dos ndédulos que apresentaram-se brancos, mostrando
assim que ndo estavam ativos e realizando a FBN. Nas plantas inoculadas com a BR3267, a parte
aérea apresentava menor sintoma de deficiéncia, porém ainda ndo era o esperado, dada a

incontestavel eficiéncia da estirpe em realizar a FBN e seus nodulos nao estavam todos rdseos

(Figura 5).
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Figura 05: Nodulos inativos (brancos) e ativos (roseos) de uma mesma planta de feijao-caupi
inoculada com a BR3267

Noédulos inativos

Foto da autora

O feijoeiro, considerada uma planta promiscua, ¢ capaz de formar simbiose com uma grande
diversidade de rizébios dentre eles R. leguminosarum bv. phaseoli, R. tropici, R. etli, R. giardinii e
R. gallicum (MOSTASSO et al., 2002; GRANGE E HUNGRIA, 2004), além de espécies dos
géneros Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium e com [ proteobactérias do género
Burkholderia. Dessa forma a taxonomia baseada na especificidade da planta hospedeira foi sendo
substituida pela taxonomia numérica, que leva em conta as caracteristicas bioquimicas, fisiologicas,
soroldgicas e moleculares (HUNGRIA et al., 1997).

Contudo, essas simbioses variam em eficiéncia e podem ser limitadas por incompatibilidade
em diferentes etapas do processo de formagdo dos noddulos, induzindo desde nddulos vazios a
nodulos amorfos ou infectados, mas sem a diferenciagdo adequada do rizobio em bacterdides e a
consequente fixacao bioldgica do nitrogénio, (MICHIELS et al., 1998).

Dessa forma, esses fatores justificariam a auséncia de nodulagdo de alguns isolados e a nao

eficiéncia dos nddulos dos tratamentos em que houve formagao de noédulos.

4.4 Conclusoes

Dos 20 isolados avaliados, 55% apresentam potencial de solubilizacdo de fosfato de calcio e
nenhum solubiliza fosfato de aluminio; houve produgdo de AIA por todos os isolados, 60% deles
tiveram média e 40% alta produgdo de AIA.

Nenhum isolado ¢ capaz de nodular o feijado comum nem a soja;
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Doze isolados ndo foram capazes de nodular o feijdo-caupi, podendo este resultado estar
relacionado a possivel perda da capacidade de nodular desses rizébios ou ser devido as condigdes
do ambiente, como a alta temperatura, terem beneficiado a simbiose apenas com seu
microssimbionte preferido, o Bradyrhizobium.

Oito isolados nodularam o feijdo-caupi, porém tiveram nddulos pequenos e inativos,

mostrando que nao estavam realizando a FBN
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5. PARAMETROS BIOMETRIQOS E HISTOLOGICOS DE MUDAS PRE-
BROTADAS DE CANA-DE-ACUCAR INOCULADAS COM RIZOBIOS

Resumo

A fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) reduz o uso de adubos nitrogenados, pela
associacdo com bactérias capazes de quebrar a ligacdo tripla do nitrogénio atmosférico (N3),
transformando-o em amonia, assimildvel pelas plantas. Bactérias do grupo dos rizébios sdo
conhecidas por infectar raizes de leguminosas, formando nodulos onde fixam o N atmosférico.
Virios isolados de rizobios de gramineas possuem, além da capacidade de realizar a FBN, outros
mecanismos de promog¢do de crescimento de plantas, como a producdo de hormonios vegetais.
Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da inoculagdo com rizdbios
previamente isolados de tecido de cana-de-acgticar sobre o crescimento, produg¢do de biomassa e
pardmetros morfoanatdmicos de raizes da planta. Foi montado um experimento em casa de
vegetacdo, utilizando tubetes de 180 cm’, preenchidos com substrato inerte autoclavado (areia e
vermiculita 2:1). A variedade utilizada foi a RB92579. As mudas de cana-de-actcar foram obtidas
pelo sistema de multiplicagdo de mudas pré-brotadas (MPB). O experimento teve delineamento de
blocos ao acaso, com quatro repeti¢des e 22 tratamentos (inoculagdo com 20 isolados de rizébios e
dois tratamentos controle sem inoculac¢dao, sendo um com adi¢ao de N mineral ¢ outro um controle
absoluto sem N). Foram utilizadas 5 plantas por parcela experimental. Foram realizadas avaliagdes
biométricas aos 30 e 70 dias (altura da planta, diametro do colmo, produgao de biomassa aérea e de
raizes, numero de folhas e comprimento de raiz) e avaliagdes das caracteristicasmorfoanatomicas
das raizes aos 70 dias. Aos 30 dias, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Aos 70 dias foi
observado efeitos positivos com a inoculagdo, sendo este de até 50% na produ¢do de biomassa seca
das raizes em relagdao ao controle absoluto.A inoculagdo em mudas pré-brotadas de cana-de-agucar
aumentou a densidade e comprimento de pélos radiculares. A espessura do velame, cortex e sistema
vascular também foram influnciados positivamente pela inoculagdo, chegando a um aumento de até
5 vezes na espessura do sistema vascular. Dessa forma, a inoculacdo com as bactérias pode ser
considerada adequada para a utilizagdo como inoculante na cana-de-agucar, porém ¢ necessario
avaliar suas contribui¢cdes em campo.

Palavras-chave: Saccharum spp. Bactérias promotoras de crescimento. Morfoanatomia da raiz.
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BIOMETRIC AND HISTOLOGICAL PARAMETERS OF PRE-BURNED SUGARCANE
SEEDLINGS INOCULATED WITH RHIZOBIA

Abstract

Biological nitrogen fixation (BNF) reduces the use of nitrogen fertilizers, through association with
bacteria capable of breaking the triple bond of atmospheric nitrogen (N2), transforming it into
ammonia, which can be assimilated by plants. Rhizobia bacteria are known to infect legume roots,
forming nodules where they fix atmospheric N. Several rhizobia isolate from grasses have, in
addition to the ability to perform BNF, other plant growth promotion mechanisms, such as the
production of plant hormones. Thus, the objective of this work was to evaluate the effects of
inoculation with rhizobia previously isolated from sugarcane tissue on growth, biomass production
and morphoanatomical parameters of plant roots. An experiment was carried out in a greenhouse at
UFRPE, using 180 cm3 tubes, filled with autoclaved inert substrate (sand and vermiculite 2:1). The
variety used was RB92579. The sugarcane seedlings were obtained by the pre-sprouted seedling
multiplication system (MPB). The experiment had a randomized block design, with four
replications and 22 treatments (inoculation with 20 rhizobia isolates and two control treatments
without inoculation, one with the addition of mineral N and the other an absolute control without
N). Five plants were used per experimental plot. Biometric evaluations were performed at 30 and 70
days (plant height, stem diameter, aerial and root biomass production, number of leaves and root
length) and evaluations of the morphoanatomical characteristics of the roots at 70 days. At 30 days,
there was no difference between treatments. At 70 days, we observed positive effects with the
inoculation, which was up to 50% in the production of dry biomass of the roots in relation to the
absolute control. The inoculation in pre-sprouted sugarcane seedlings increased the density and
length of root hairs. The thickness of the canopy, cortex and vascular system were also positively
influenced by inoculation, reaching an increase of up to 5 times in the thickness of the vascular
system. Thus, inoculation with bacteria can be considered potential for use as an inoculant in
sugarcane, but it is necessary to evaluate their contributions in the field.

Keywords: Saccharum spp .Growth promoting bacteria. Root morphology.
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5.1 Introduciao

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) ¢ uma Poacea originaria do continente asiatico.
Gramineas de metabolismo fotossintético C4 evoluiram primariamente nos tropicos e se adaptaram
a elevadas intensidades luminosas e altas temperaturas, possuindo alta eficiéncia fotossintética e
potencial de alta producdo de biomassa, por esse motivo, sdo amplamente utilizadas como cultura
energética na producao de etanol (LIMA et al, 2014; SILVA et al., 2021). Atualmente, a
produtividade média da cultura da cana-de-acglicar no Brasil estd por volta de 68,78 toneladas de
colmos frescos por hectare e a adicdo média de fertilizantes nitrogenados ¢ de 60 kg de nitrogénio
por hectare (CONAB, 2021).

A reprodugdo da cana em plantios comerciais ocorre de maneira vegetativa, a partir dos
toletes ou rebolos (JESUS et al., 2019). Com a evolucao da tecnologia, foi desenvolvido um sistema
de Mudas Pré-Brotadas (MPB) que possibilita aumento na producao associado a um elevado padrao
de fitossanidade, aumentando assim o vigor e a uniformidade do plantio (LANDELL et al., 2012).
Esse novo sistema gerou diminui¢do no uso de matéria-prima, reduzindo em até 90% a quantidade
de material utilizado, se comparado ao sistema convencional, que demandava aproximadamente 18
a 20 toneladas de mudas. Em contrapartida, com a utilizagcdo do sistema de MPB, essa quantidade
era diminuida em até 2 toneladas (GOMESet al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018).

Para que o sistema de propagagdo de MPB seja conduzido de forma sustentavel, faz-se
necessario aprimorar estudos visando encontrar melhores fontes de substidncias ou compostos
naturais que atuem como promotores de crescimento de plantas, como os micro-organismos. Os
rizobios sdo bactérias diazotroficas que realizam simbiose com leguminosas e induzem a formagao
de estruturas especializadas, chamadas de nodulos, onde realizam a fixagao biologica do nitrogénio
(FBN). Além da FBN, esses rizobios podem possuir outros mecanismos de promocao de
crescimento, como producdo de siderdforos, fitormonios como o acido-indol-acético —AIA,
solubilizagdo de fosfatos, além de proteger contra doencas e estresses abidticos (SOUZA et al.,
2015; BLANCO et al., 2021).

Na cana-de-agucar, microrganismos endofiticos realizam FBN de forma associativa, mas os
resultados sdo variaveis, sugerindo forte influéncia de fatores ambientais e/ou do genotipo da planta
(ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). A produ¢dao de AIA e outras substancias promotoras de
crescimento provocam alteracdes morfologicas na raiz (aumento das raizes laterais e dos pélos
radiculares), aumentando a absor¢do de nutrientes, contribuindo para o crescimento da planta e
maior produtividade dos canaviais (ALVES et al., 2015; BENEDUZI et al., 2013; VIDEIRA et al.,
2012).
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A procura por métodos naturais de producdo vegetal tém sido bastante utilizada no setor
sucroenergético. A inoculagdo com BPCP pode contribuir para o aumento da produtividade na
cultura e pode ser realizada tanto em cultivos comerciais tradicionais, que utilizam rebolos e
minirrebolos como sementes (CHAVES et al., 2015), como em plantios que utilizem do sistema de
MPB (GIRIO et al., 2015). Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da
inoculagdo com rizébios previamente isolados de tecido de cana-de-aguicar sobre o crescimento,

producao de biomassa e parametros morfoanatomicos de raizes da planta.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Experimento em casa de vegetaciao

5.2.1.1 Delineamento experimental

Foi montado um experimento em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, utilizando tubetes de 180 cm’, preenchidos com substrato inerte autoclavado (areia e
vermiculita na propor¢ao de 2:1). A variedade de cana-de-agucar utilizada foi a RB92579, a mais
plantada no Nordeste do Brasil. As mudas foram obtidas pelo sistema de multiplicagdo de mudas
pré-brotadas (MPB), sugerido por Landell et al. (2012). O experimento teve delineamento de blocos
ao acaso, com quatro repeticdes e 22 tratamentos (inoculagdo com 20 isolados de rizdbios e dois
tratamentos controle sem inoculagdo, sendo um com adi¢do de N mineral e outro um controle

absoluto sem N).Foram utilizadas 5 plantas por parcela experimental, totalizando 440 plantas.

5.2.1.2 Preparo do inoculante

Foram utilizados 20 isolados de rizobio provenientes da raiz de cana-de-agucar cultivada
em consorcio com feijdo-caupi. Para o preparo dos inoculantes, as bactérias foram crescidas, em
condi¢des monoxénicas, em meio YM liquido, em agitador rotatério (150 rpm), de acordo com o
tempo de crescimento do isolado (por 48 horas rapido e 120 horas lento). Apos o crescimento, 0s

inoculantes foram submetidos a leitura da densidade Otica para estimar a quantidade de células
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bacterianas. Todas as bactérias foram diluidas com o préprio meio para se obter uma concentragdo

de 10® células ml™ e entdo realizada a inoculagéo.

5.2.1.3 Produc¢io das mudas pré-brotadas e instalacio do experimento

Para se obter uma estrutura de multiplicagdo vegetal da cana-de-acicar no tamanho
considerado de um minirrebolo (3-5 cm) contendo uma gema (ARAMAKI et al., 2010), foi
utilizada uma guilhotina com laminas cortantes. Foram utilizadas gemas mais novas, desprezando a
base mais lignificada, de plantas coletadas em campo. O plantio dos minirrebolos foi feito em
calhas de brotacdo (Figura 1), utilizando substrato inerte autoclavado (areia e vermiculita na

proporgao de 2:1).

Figura 1: Montagem de mini rebolos em caixa de brotacao (A) e mudas de cana com 17 dias (B)

Fotos da autora

Apos 17 dias do plantio (Figura 1), as mudas foram transferidas para os tubetes. A
inoculacdo foi realizada utilizando 2 ml do inoculante por minirrebolo. Repetido apds 7 dias. Os
tratamentos sem inoculagdo receberam 2 ml do meio YM sem crescimento de bactérias e o
tratamento com nitrogénio recebeu uréia na quantidade equivalente a dose recomendada para a
cultura. Durante a condugdo do experimento, as mudas foram irrigadas com 30 ml de solugdo de
Norris sem N, duas vezes por semana, ¢ agua destilada estéril nos intervalos da aplicacdo da

solu¢do. Foram realizadas duas coletas, aos 30 e 70 dias apos inoculagdo (DAI).
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Figura 2: Experimento em casa de vegetacao apo6s montagem
, “ y y

Fotos da autora

5.2.1.4 Parametros avaliados

Foram coletadas 2 e 3 plantas de cada parcela aos 30 e 70 dias apds inoculacao (DAI),
respectivamente. Na primeira coleta (30 dias) foi medido o didmetro, o peso seco da parte area, da
raiz e do rebolo. Ao fim do experimento (70 dias), foi medido o didmetro, altura da planta (medida
da base até a folha + 1), o peso seco da parte area, da raiz e do rebolo e o comprimento da raiz
(Figura 3A). O diametro foi medido na base préximo ao rebolo, com a utilizagdo de paquimetro
digital (cm); para a determinacdo da biomassa, as amostras foram secas em estufa de circulagao

forcada a uma temperatura de 65 °C até atingirem peso constante.
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Figura 3: Coleta do experimento com 70 dias: medi¢do do comprimento da raiz (A) e amostras de
raizes conservadas em etanol 70% (B).

o

Fotos da autora

Amostras de raizes frescas foram coletadas a partir de 5 cm do apice (meristema apical) e
fixadas em FAAS50 — Formaldeideo, acido acético e alcool 50% (JOHANSEN, 1940) por 48 h,
sendo, em seguida, conservadas em etanol 70%, para a observacdo dos parametros
morfoanatomicos (Figura 3B).

As amostras conservadas em etanol 70% foram submetidas a série etanol/butanol 50-100%,
infiltradas e emblocadas em parafina histologica, e entdo seccionadas tranversal e longitudinalmente
(Figura 4) com auxilio do micrétomo rotativo (Leica RM2125RT) (Figura 5) ecomuma espessura
de 12 micrometros (um). Os cortes obtidos foram desparafinados, corados com azul de Alcian e

safranina e montados de modo permanentecom Balsamo do Canada (KRAUS; ARDUIN, 1997).
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Figura 4: A-E: sequencia de montagem das laminas: A - seccionamento; B- coleta de cortes; C-
inicio da montagem de laminas; D-disten¢@o de cortes

| —

Fotos da autora

A partir das laminas confeccionadas, foram avaliados de modo comparativo, os seguintes
pardmetros: espessura do velame (um), da regido cortical (um) e do sistema vascular (mm?), além
de densidade (pélos/mm”) e comprimento dos pélos radiculares (um). Imagens dos cortes
histologicos foram feitas em microscopio Optico Leica DM500 acoplada a camera ICC50. As

imagens obtidas foram analisadas no software Image J.
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Figura 5: Micrétomo rotativo Leica RM 2125RT

LEICA [512125RT

Fotos da autora

Para avaliagio da densidade (pélos/mm?) e comprimento (um) dos pélos radiculares foi
utilizada a técnica de dissociagao epidérmica através da utilizacdo da solugdo de Franklin que
consiste em uma mistura de peroxido de hidrogénio e acido acético 1:1 (FRANKLIN, 1945) ou
agua sanitaria 50% (KRAUS; ARDUIM, 1997, modificado). Para tanto, amostras de individuos dos
blocos 1 ao 3 de todos os tratamentos, foram submetidas a solugdo de dissociagdo, sendo colocadas
em placas de Petri ou frascos bem vedados e mantidos em estufa a 40- 50°C por 12 horas. Apos
esse periodo o material foi lavado em agua destilada, para a completa remo¢ao da solugdo de
Franklin. Essas amostras foram entdo coradas com safranina e montadas em laminas
semipermanentes com glicerina 50% (KRAUS; ARDUIM, 1997). O n para cada parametro foi 10,
em que 10 campos de lmm? foram utilizados para avaliagdo da densidade dos pelos, enquanto o
comprimento foi mensurado em 10 células.

A analise dos caracteres foi realizada utilizando o microscopio Leica DM750 acoplado a

camera ICC50 e o registro foi feito com auxilio do software LAS EZ 3.4
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5.2.1.5 Analise estatistica

Os resultados das avaliagdes foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de
normalidade e homocedasticidade. As médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey

(P<0,05), com o software SISVAR.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1. Parametros biométricos de mudas pré-brotadas de cana-de-agticar

em casa de vegetacio

5.3.1.1 Coleta aos 30 dias apos inoculacio (DAI)

Figura 6: Sistema radicular (A) e plantas em casa de vegetagdo (B) no momento da coleta aos 30
dias ap6s inoculagao

Fotos da autora

Na avaliagdo de 30 dias, as plantas apresentaram didmetro variando entre 5,11cm e 6,75cm,
nao apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 1). A utilizagdo do fertilizante
nitrogenado apresentou média de 5,53 cm enquanto o controle teve média superior com 6,11 cm de
didmetro. Em relagdo ao peso seco da parte aérea, também nao houve diferenga significativa entre

os tratamentos variando entre 0,61 ¢ 1,01 g.
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Tabela 01: Biométria de mudas-pré-brotadas de cana-de-agucar inoculadas com rizébios em casa-
de-vegetacdo aos 30 dias ap6s inoculagdo.

TRAT DIA(cm)  BSPA(g) BSR(g) BSRE (g)
1 545a 0.77a 2,09 ab 3,33
2 549a 0.96a 1,17 ab 3,39
3 554a 0.77a 0.96 ab 3,48
4 555a 0.80 a 1.29 ab 3,24
5 579a 087a 1.54 ab 3,57
6 534a 095a 1.44 ab 3,21
7 592a 0.68 a 1.25 ab 3,77
8 6.48a 0.97a 1.03 ab 3,89
9 598a 0.89a 0.98 ab 3,51
10 673a 0.77a 1.58 ab 3,12
11 576a 0.76 a 0.88 b 3,63

12A 641a 093a 1.76 ab 3,62
12B 6.04a 0.88a 1.88 ab 3,43
13A 527a 0.70 a 0.64 b 33
13B 550a 0.75a 1.10 ab 3,27
14 635a 1.01a 1.82 ab 3,07
15 511a 0.69 a 2.01 ab 3,11
16A 6.60 a 091a 1.30 ab 3,14
16B 552a 0.64 a 1.11 ab 3,14
17 6.05a 0.61a 1.28 ab 2,92
N 553a 0.96 a 2.40a 2,96
CONTROLE 6.11a 0.85a 1.94 ab 2,87
cv 20,31 46,14 52,43 -

*Letras minusculas comparam médias na mesma coluna pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Nao houve
transformag@o de nenhum dado. CV: coeficiente de variagdo. DI: Didmetro, BSPA: Biomassa Seca da Parte Aérea,
BSR: Biomassa Seca da Raiz e BSRE: Biomassa Seca do Rebolo

Em relagdo ao peso seco da raiz as médias variaram entre 0,64g e 2,40g. O controle
apresentou média de 1,94g nao diferindo do controle nitrogenado (2,40g) e nem dos demais
tratamentos com os isolados. A menor média foi do isolado 13A, com 0,64g, diferindo
estatisticamente do tratamento nitrogenado.

Ja era esperado que o controle nitrogenado apresentasse maior incremento a cultura, porém
ndo se esperava que o controle absoluto (sem adi¢do de N fertilizante nem de inoculante) fosse uma

das maiores médias, entao pensamos que poderia haver correlagao entre o peso seco rebolo e o peso
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seco da raiz, j& que um maior rebolo poderia fornecer mais nutrientes e assim contribuir mais para o
crescimento da planta.

Realizamos entdo a correlagdo de Pearson, para avaliar se ha alguma relagao entre o
tamanho dos rebolos e a raiz; o tamanho dos rebolos e a parte aérea e entre o peso da raiz e o peso
da parte aérea. Todos os coeficientes de correlagdo de Pearson (r) das varidveis analisadas

apresentaram valores tendendo a zero, mostrando que ndo ha relagdo entre as variaveis (Tabela 2).

Tabela 2: Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r) aos 30 dias apds inoculagdo

BSPA BSR
BSRE 0,12 -0,33
BSPA - 0,27

Dessa forma os resultados indicam que o tempo de 30 dias de avaliagdo das varidveis para
a cultura da cana ¢ curto ja que nos primeiros dias apos o plantio, o suprimento de agua e nutrientes
¢ fornecido pelo proprio rebolo e pelas raizes ai originadas (BARNES, 1964), entdo nao pudemos
avaliar o efeito dos tratamentos aplicados.

No preparo das mudas pré-brotadas, os rebolos foram padronizados em relacdo ao
tamanho, mas ndo em relagdo ao local de coleta na planta (ter¢o superior, médio ou inferior). A
parte mais jovem da cana (ter¢o superior) tem gemas de melhor qualidade que impacta na
germinagdo e desenvolvimento das mudas, por serem mais ativas metabolicamente. Indo mais para
a base da planta (ter¢o inferior) as gemas podem estar mais senescentes, possuindo menor vigor
(ARNT, et AL., 2017; SOUZA et al., 2020).

Assim, o desenvolvimento das plantas na primeira coleta (30 dias) esta relacionado mais
com essas caracteristicas da muda utilizada (local de origem da gema) e o curto tempo de avaliacao
ndo permitiu que o efeito da inoculacdo com os rizobios fosse observado, o mesmo pode ser
observado no trabalho de Girio et al., (2015). Novos testes poderdo ser realizados levando em

consideragao o ciclo da cultura.

5.3.1.2. Coleta aos 70 dias apds inoculaciao

Na avaliagdo dos parametros biométricos das MPB de cana-de-agucar aos 70 dias, pode-se
observar influéncia dos tratamentos (Tabela 3). As plantas que receberam adubacdo nitrogenada

apresentaram maior média em relagdo ao DIA (8,37cm) e ALT (52,32cm). A menor média foi do
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tratamento 1, para os mesmos parametros, sendo 4,90cm (DIA) e 26,30 cm (ALT). Em relacdo ao

numero de folhas os tratamentos 5 e 13B apresentaram a melhor média, diferindo do controle

absoluto (sem inoculante e sem nitrogénio). Nao houve diferenca estatistica em relagdo a BSPA. No

comprimento da raiz o melhor resultado foi do tratamento 8 com 40,36 cm, diferindo apenas do

tratamento 1 (23,42cm).

Tabela 3. Biometria de mudas-pré-brotadas de cana-de-agticar inoculadas com rizobios em casa-de-

vegetacao aos 70 dias apds inoculagao.

DIA BSPA ALT CR BSR BSRE
Trat. NF

(cm) © (cm) (cm) © ©
1 4,90d 0,88 26,30d 7,22ab 23,42b 1,32b 2,94
2 6,45 bed 1,03 35,53 bed 7,40ab 29,68 ab  2,03ab 3,58
3 6,93 abc 1,33 42,09 abc 8,00ab 27,59ab  2,31ab 3,27
4 6,34 bed 0,99 33,05cd 7,10ab 29,77 ab 1,86ab 3,12
5 7,51 abc 1,31 39,50 abed 8,36a 36,43ab  2,42ab 3,23
6 7,04 abc 1,48 40,56 abcd  8,30ab 32,6lab  2,22ab 3,54
7 7,72 ab 1,40 38,07abcd  7,42ab 37,00ab  2,25ab 3,32
8 6,99 abc 1,51 42,81 abc 7,90ab 40,36 a 2,40ab 3,40
9 5,87 cd 1,07 37,76 abcd  7,54ab 36,50ab  3,00ab 3,50
10 6,65 abed 1,47 40,46 abcd  8,09ab 31,60 ab  2,48ab 3,44
11 6,65 abed 0,96 37,21 bed 7,36ab 33,50 ab 1,66ab 3,38
12A 6,81 abc 1,20 39,80 abed  7,90ab 32,30ab  2,12ab 3,31
12B 7,12 abc 1,45 44,50 abc 7,33ab 37,77 ab 3,25a 3,35
13A 6,66 abcd 1,48 38,61 abcd  7,50ab 34,83ab  2,53ab 3,05
13B 6,94 abc 1,20 41,82 abc 8,36a 32,80ab  2,04ab 3,43
14 7,37 ab 1,52 49,00 ab 8,11ab 34,36 ab 3,24a 3,10
15 7,39 abe 1,57 44,18 abc 8,09ab 30,85 ab 3.42a 3,45
16A 6,96 abc 1,34 39,41 abcd  7,44ab 30,79ab  2,07ab 3,65
16B 7,70 abc 1,41 38,38 abcd  8,27ab 30,90ab  2,46ab 3,59
17 7,15 abe 1,17 39,60 abcd  8,20ab 25,28ab  2,20ab 3,57
N 8,37 a 1,73 52,32 a 8,00ab 29,33 ab 3,33a 3,37
CONTROLE 7,09 abc 1,49 42,92 abc 7,00b 29,10 ab  2,04ab 3,56

Cv 15,14 53,80 20,89 4,96 28,13 45,90 -

*Letras minusculas comparam médias na mesma coluna pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados do
numero de folhas (NF) foram transformados utilizando LOG para obter normalidade e homocedasticidade dos dados.
CV: coeficiente de varia¢do. DI: Diametro, BSPA: Biomassa Seca da Parte Aérea, BSR: Biomassa Seca da Raiz e
BSRE: Biomassa Seca do Rebolo
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Em relagdo a BSR, os tratamentos 12B, 14, 15 e o controle nitrogenado (N) foram os que se
destacaram com as maiores médias, diferindo estatisticamente também do tratamento 1. A formagao
de maior quantidade de raizes secundarias pode ter feito esses tratamentos ndo terem apresentado
maior média também em relagdo ao comprimento da raiz.

Otto et al. (2009), ao avaliar a adubagdo nitrogenada para o desenvolvimento de raizes de
cana-de-agucar verificaram que com aumento da dose de N, houve uma redugdo no comprimento
radicular, o que ¢ atribuido a hipdtese de que as raizes desenvolvidas proximas ao nutriente
obtiveram o necessdrio para seu desenvolvimento e ndo dependem de gasto energético para o
crescimento das raizes em busca do elemento, entdo as raizes ficam mais curtas.

Por outro lado, o uso de BPCP também pode estimular o desenvolvimento das raizes
(comprimento e biomassa) por conta da produ¢ao de hormonios, melhorando absor¢do de agua e
nutrientes € consequentemente aumentando a produtividade, o que pode ser observado em casa de
vegetagdo (GIRIO et al., 2015; SANTOS et al., 2018) ¢ em campo (CHAVES et al., 2015).

O tratamento com o isolado 1, apresentou as menores médias em relagdo aos parametros
estudados, nao sendo considerado uma boa recomendagao de inoculante para a cana-de-agucar.

Vale ressaltar que a inoculagdo com os rizobios, exceto o tratamento 1, apresentaram efeitos
positivos na BSPA e CR em relacdo as plantas ndo inoculadas, sendo que os tratamentos 12B, 14 ¢
15 obtiveram as melhores médias em relacdo aos parametros biométricos avaliados, tendo um
acréscimo superior a 50% na producdo de biomassa seca das raizes em rela¢do ao controle absoluto.

Na coleta de 70 DAI também realizamos a correlacdo de Pearson, para avaliar se ha alguma
relagdo entre o tamanho dos rebolos e os parametros biométricos avaliados. Como todas as
correlagdes apresentaram valores tendendo a zero, concluimos que nao ha relacao entre as variaveis

(Tabela 4).

Tabela 4: Coeficiente de Correlagdo de Pearson (r) aos 70 dias apds inoculagao

DIA  ALT NF CR BSR BSPA

BSRE 0,30 0,28 0,12 -0,009 0,06 0,28

BSPA - - - - 0,64 -
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5.3.2 Analise morfoanatomica das raizes de cana-de-acucar

A anatomia radicular da cana-de-actcar (Saccharum spp.), em corte transversal, apresentou
o sistema de revestimento constituido pela epiderme multisseriada (velame), apresentando pélos
absorventes seguidopela exodermeunisseriada constituida por células hexagonais com paredes
espessadas (Figuras 8A-B), similar ao verificado em outras raizes de monocotiledoneas (FAHN,
1990; SOUZA et al., 2013). Variagoes estruturais nos diferentes tratamentos avaliados foram
observadas, as quais podem ser resultantes da ag¢do da associacdo de bactérias utilizadas no
experimento podendo afetar a capacidade absortiva e, consequentemente, o desenvolvimento dessas
raizes.

Internamente ao revestimento radicular dos individuos de Saccharum spp. analisados,
encontra-se a regido cortical que ¢ formada pelo sistema fundamental que esta diferenciado em um
aerénquima cuja formagdo ¢ lisigena (Figura 8C). O aerénquima apresentou variagdes estruturais
nos tratamentos aplicados nos diferentes exemplares avaliados. O aerénquima ¢ uma das mais
importantes adaptagdes anatomicas em plantas submetidas a deficiéncia temporaria de oxigénio,
nitrogénio e fosforo em ambientes aerdbicos (EVERT, 2006; DANTAS et al., 2001) podendo, no
caso das raizes de Saccharum ssp. aqui avaliadas, estar relacionadas a associacdo das bactérias
utilizadas, que podem nao ser eficientes na fixacdo do nitrogénio nessas raizes.

Similar ao observado em outras raizes de monocotiledoneas (SOUZA et al., 2013), as raizes
dos exemplares de cana-de-acucar avaliadas no presente trabalho, apresentam, na maior parte dos
individuos, uma endoderme unisseriada com espessamentos em “U” (Figuras 8 D-E). A endoderme
¢ uma importante camada seletiva e fundamental ao bom desempenho protetivo e hidraulico das
raizes (EVERT, 2006). Em alguns dos tratamentos, foi verificado que a endoderme apresentou
atividade meristematica capaz de gerar novas células para a regido cortical (Figura 8C), podendo
indicar uma resposta a associagdo das raizes com as bactérias utilizadas, uma vez que representa
uma forma de promover o crescimento em didmetro do 6rgdo, que ¢ um dos mecanismos de
promogio de crescimento das bactérias utilizadas no experimento (GIRIO et al., 2015; SANTOS et
al., 2018).

O sistema vascular, que ocupa a regido central da raiz, ¢ formado pelo xilema e floema em
disposicao alterna, como apresentado em outras raizes de monocotiledoneas (FAHN, 1990). Tanto o
xilema como o floema apresentaram variagdes no nimero e didmetro de elementos do metaxilema
bem como no nimero de pdlos floematicos, respectivamente, dentre ostratamentos avaliados até o
momento (Figuras 7A-H,8E). Esse efeito pode gerar importantes consequéncias a condutividade

hidraulica da raiz (DICKISON, 2000) e necessita de maiores avaliagdes.
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Figura 7. Cortes transversais das raizes dos individuos de Saccharum spp. submetidas a diferentes
tratamentos com bactérias.

Co-Cortex,En-Endoderme, Ep-Epiderme, Sv-Sistema vascular
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Figura 8. Cortes transversais detalhados das raizes dos individuos de Saccharum spp. submetidas a
diferentes tratamentos com bactérias.
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Velame ¢ o sistema de revestimento da raiz, sendo o sistema mais plastico, apresentando
respostas imediatas a a¢dio de herbivoros e microrganismos. E neste tecido que se encontram os
pelos radiculares (ou absorventes) que ampliam a capacidade absortiva das raizes, além de atuar na
protecdo do o6rgdo (Figura 9). Com a inoculacdo dos rizobios podemos observar um aumento na
espessura do velame (Tabela 5), tendo os tratamentos 13A, 15, 11 e 12A as maiores médias e

diferindo estatisticamente dos demais, inclusive do controle absoluto que apresentou a pior média

de 54,23 pm.

Figura 9: Corte transversal da raiz
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Tabela 5. Valores médios da espessura do velame, espessura do cortex e area do sistema vascular
das raizes medidos em secgdes transversais.

Tratamentos Espessura do Espessura do Espessura do sistzema
velame (um) cortex (um) vascular (mm®)
1 62,90 f 327,831 253,03 m
2 64,43 £ 339,67 h 247,13 n
3 64,03 £ 274,57 k 221,07 p
4 63,80 f 276,10 k 223,67 p
5 63,87 f 276,77 k 286,301
6 84,07 ¢ 394,73 £ 306,40 j
7 64,13 f 295,87 j 295,43 k
8 94,27 b 422,90 de 377,60 i
9 93,47 b 425,57d 396,03 g
10 92,90 b 423,27 de 39547 ¢
11 103,13 a 527,67 b 500,83 ¢
12A 102,53 a 418,43 ¢ 479,23 e
12B 5897¢g 347,73 g 486,90 d
13A 105,67 a 564,53 a 405,97 £
13B 75,80 d 425,73 d 385,83 h
14 95,43 b 426,13 d 388,10 h
15 105,33 a 522,17 ¢ 507,17 b
16A 69,67 e 293,80 ] 407,07 £
16B 77,53 d 425,90 d 485,40 d
17 57,76 g 527,90 b 523,53 a
0 54,23 h 223,67 m 104,60 q
N 64,27 £ 236,401 233,87 o
CvV 4,54 1,51 1,12

*Letras mintsculas comparam médias na mesma coluna pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Ndo houve

transformacgao dos dados.

O cortex ¢ a regido subepidérmica que ¢ constituida pelo sistema fundamental ou de
preenchimento, podendo ter funcdes de sustentacdo e armazenamento nos diferentes oOrgaos
vegetais, ndo sendo diferente nas raizes estudadas. Logo, era esperado que esta regido apresentasse

aumento de volume com a inoculagdo devido ao beneficio por parte das bactérias, que pode ser
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observado na Tabela 5, em que o tratamento 13A foi o que apresentou a melhor média (564,53 um),
seguidos dos tratamentos 17, 11 e 15 (527,90, 527,66 ¢ 522,66 um), porém todos os tratamentos
diferiram significativamente do controle absoluto (sem inoculagao).

E por fim, o sistema vascular é o sistema condutor da planta sendo formado pelo xilema,
tecido condutor de agua e sais e o floema, tecido que conduz nutrientes em sua esséncia. Assim, na
avaliacdo realizada, era esperado que apresentasse aumento de sua circunferéncia, sobretudo, no
caso de bactérias que favorecam aumento da fixacao do Nitrogénio. Como ¢ possivel observar nos
dados (Tabela 5), houve um aumento da circunferéncia do sistema vascular das plantas inoculadas
em até 5x (tratamento 17, com 523,53 mm?) em relagio ao controle absoluto (104,60 mm?). Quanto
maior os numeros de vasos condutores, maior € a translocacao de seivas para a parte aérea da planta

e, consequentemente, maior a assimilagdo dos nutrientes € maior a producao de biomassa.

Figura 10: Variacdo da densidade de pélos radiculares em plantas de cana-de-agucar inoculadas
com rizobios provenientes da raiz de cana-de-actcar cultivada em consorcio com feijao-caupi

10-30 pélos/mm? 31-30 pélos/mm? 51-65 pélos/mm?

Legenda:

B Célula epidérmica

 Pilo radicular i TL T2, T3, T4, T5, T7, TS,
® Floema d TI0, T11, T124, T134, T13B, 5, T12B, T16A, T16B, T17
8 Xilema T14, T15. TN

Foram analisados densidade e comprimento dos pélos radiculares os quais mostraram
aumento significativo de quantidade e tamanho, respectivamente.

Observando apenas as médias, foi possivel classificar a densidade de pelos em trés faixas
crescentes de quantidade de pélospor mm? que foram: de 10-30 pélos/mm?, de 31-50 pélos/mm? e
51-65 pélos/mm? (Figuras 9-10). Na primeira faixa, que apresentou a menor quantidade de pélos
(10-30 pélos/mm?®) foram incluidos os tratamentos 0 e 6, enquanto que na segunda (31-50
pélos/mmz) ficaram os tratamentos 1, 2, 3,4, 5,7, 8, 10, 11, 12A, 13A, 13B, 14, 15 e N. Ja a ultima
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faixa (51-65 pélos/mm?), aquela que apresentou as maiores médias de densidade, foram 9, 12B,
16A, 16B e 17.

Figura 11. A-E. Cortes paradérmicos das raizes destacando a presenca dos pélos radiculares (setas).
A. Tratamento T6. B. Tratamento T5. C. Tratamento T12B. D. Tratamento 5 . E. Tratamento TO.

¥
||.|III|||II||‘

Outro parametro avaliado foi o comprimento dos pélos radiculares cujos valores médios
variaram de 304,5 um a 680,97um. Foi verificado que as plantas controle (T0O), apresentaram pélos
menores ao passo que os pelos radiculares apresentaram incremento em seu tamanho nos
tratamentos com nitrogénio e inoculagao de bactérias (Tabela 6).
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Tabela 6. Medicoes de comprimento e densidade de pélos radiculares de plantas de cana-de-agtucar
inoculadas

Tratamentos Densidad(: Comprimento
(pélos/mm”) (um)
1 36,20 d 319,50 p
2 35,00 de 322,60 p
3 35,10 de 313,30 q
4 4547 ¢ 428,471
5 33,07 f 330,23
6 2420 f 454,53 k
7 45,87 c 654,37 b
8 459 ¢ 394,13 n
9 54,27 b 399,83 m
10 34,37 de 680,97 a
11 4497 c 480,20 4
12A 4537 c 583,53d
12B 64,73 a 476,10
13A 35,03 de 627,17 ¢
13B 54,87b 511,10 f
14 46,10 ¢ 478,80
15 46,87 c 485,77 h
16A 55,50b 535,17 e
16B 57,07b 479,93 4
17 4723 c 499,70 g
0 14,47 g 304,50 r
N 34,20 de 484,47 hi
Cv 7,26 1,05

*Letras minusculas comparam médias na mesma coluna pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Nao houve

transformacgao dos dados.

Resultados semelhantes foram encontrados por Rondina et al. (2020), que avaliando
tratamentos sem inoculagdo, com inoculacdo e com coinoculagdo de Bradyrhizobium spp. e
Azospirillum brasilense em soja, perceberam que houve aumento do comprimento e densidade de
da raiz, incidéncia e comprimento de pélos radiculares e teor total de N na parte aérea, resultando

no aumento da produtividade de graos nos tratamentos com coinoculagdao ou inoculados com
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Bradyrhizobium spp. e nos tratamentos onde ndo havia inoculagdo as médias foram sempre menores
em relagdo aos parametros avaliados, mostrando assim que a inoculagdo induz uma densidade e
comprimento de raiz e de pélos radiculares maior e que por aumentar o volume de solo explorado
pelas raizes da planta, incluindo micrositios, aumenta absor¢do de agua e de nutrientes, incluindo os
de baixa mobilidade no solo, elevando assim a produtividade (COMAS et al., 2012; HALING et al.,
2013).

Além da inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento contribuirem com o
crescimento da planta pela FBN, algumas bactérias também produzem ou induzem a planta a
produzir fitormomios de crescimento como auxinas e giberelinas (RONDINA et al., 2020). As
auxinas estimulam a atividade da raizem meristemas e¢ o alongamento e diferenciacdo de células
radiculares,bem como o desenvolvimento de raizes laterais do periciclo (BARBIERI; GALLI, 1993;
DUCA et al. 2014). Algumas BPCPs, quando colonizando a superficie radicular da planta, liberam
oxido nitrico que atua como uma molécula sinalizadora na via de inducdo de ramificacdo da raiz
mediada por auxina, estimulando indiretamente o desenvolvimento das raizes laterais (MOLINA-
FAVERO et al. 2008; VACHERON et al. 2013).

Por outro lado, a adubacdo nitrogenada também contribui para o crescimento pela adigdo do
elemento que estd diretamente ligado a composicdo de aminoacidos e proteinas, constituinte de
macromoléculas e enzima. Dessa forma, os resultados obtidos estdo de acordo com o esperado na
literatura e mostram que a inoculagao com BPCPs podem contribuir com o crescimento da cana-de-
acucar, porém existe a necessidade de selecionar os rizobios mais eficientes e leva-los para testes
em campo, para avaliar sua capacidade competitiva e comprovar seu desenvolvimento em situacao

de campo.
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5.4 Conclusoes

Os parametros biométricos, no geral, apresentaram efeitos positivos nas plantas de cana-de-
acucar inoculadas em relacdo as nao inoculadas, sendo os tratamentos 12B, 14 e 15, os que
apresentaram as melhores médias, tendo um acréscimo superior a 50% na producdo de biomassa
seca das raizes em relacdo ao controle absoluto.

A inoculagdo em mudas pré-brotadas de cana-de-aglicar aumentou a densidade e
comprimento de pélos radiculares. Aespessura do velame, cortex e sistema vascular também foram
influnciados positivamente pela inoculacdo, chegando a um aumento de até 5x na espessura do

sistema vascular.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A cana-de-agucar RB 92579 cultivada em solo com longo histérico de exploragdo canavieira
abriga populagdo de rizobios endofiticos capazes de nodular feijao-caupi e que necessitam desta
leguminosa para se multiplicarem no solo. Esses rizobios ndo possuem alta diversidade fenotipica e
genética. Alguns isolados produzem substancias promotoras de crescimento como solubilizagdo de
fosfato de calcio e AIA que beneficiam o crescimento radicular da cana-de-agucar. Estudos
posteriores com isolados pré-selecionados devem ser conduzidos no campo para avaliar sua

contribui¢ao no desenvolvimento da cana.
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