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RESUMO

Um dos principais desafios do século XXI € garantir a seguranca alimentar conforme o
crescimento populacional. A producdo de grdos deve estar baseada no aumento da
produtividade das culturas e ndo na expansdo de terras agricolas, sendo necessarios ajustes
nas tecnologias de cultivo para garantir melhor aproveitamento dos fertilizantes aplicados,
preservar a fertilidade do solo e reduzir o impacto no meio ambiente. O uso de bactérias
promotoras do crescimento vegetal € uma tecnologia promissora por ser de baixo custo,
contribuir para a ciclagem de nutrientes essenciais como nitrogénio e fésforo, por proteger
contra patdgenos, aumentar o desenvolvimento das raizes de plantas inoculadas, entre outras
vantagens. Nesse sentido, a presente pesquisa teve 0 objetivo de avaliar o impacto da
aplicacdo de inoculantes bacterianos comerciais e de fertilizantes nitrogenados em sistema
plantio direto de longa duracdo, na composicdo da comunidade bacteriana do solo, na
abundancia de genes participantes do ciclo do nitrogénio e na produtividade de cinco culturas
(aveia preta, milho, trigo, soja e centeio), em um ciclo de rotagdo completo. Os resultados
obtidos foram divididos em trés capitulos. No capitulo 1, foi monitorado por qPCR o
inoculante & base de Azospirillum brasilense aplicado em sementes de milho. Como resultado
foi verificado que, em condi¢des de campo, apds o desenvolvimento radicular, as bactérias
inoculadas ficam ancoradas na raiz sendo detectadas até 75dias apds a semeadura, numa
concentracdo na ordem de 10* UFC g™ de raiz. No capitulo 2, foi abordado o impacto da
inoculacdo de A. brasilense e de diferentes doses de nitrogénio na composi¢do da comunidade
bacteriana do solo néo rizosférico, das culturas de aveia preta e milho, utilizando-se a técnica
do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA na plataforma Illumina MiSeq. Observou-se
que ndo houve diferenca nos principais filos bacterianos nas duas culturas devido a inoculacao
e a fertilizacdo nitrogenada; tais resultados confirmaram que o plantio direto, com rotagéo
diversificada de culturas, € um sistema fundamental para a estabilidade da comunidade
bacteriana e da fertilidade de solos agricolas. Finalmente, no capitulo 3, foram quantificados
por gPCR o0s genes envolvidos na ciclagem do nitrogénio bem como o gene 16S rRNA,
verificando-se que o nimero de bactérias permaneceu estavel nas cinco culturas avaliadas;
porém, a abundancia dos genes nifH e nosZ variou conforme a cultura, e respondeu de forma
diferente a inoculacdo e adubacéo nitrogenada. No milho, tanto a inoculacdo como a adubacéo
nitrogenada diminuiu os valores absolutos de nifH, porém, no trigo aumentou.
Adicionalmente, a abundéncia de nosZ na aveia preta e no centeio respondeu a um efeito
residual dos tratamentos aplicados na soja. Os resultados confirmaram novamente a
importancia do sistema plantio direto com rotacdo diversificada de culturas nas funcGes que
desempenham diferentes grupos bacterianos no solo e na estabilidade dos genes nifH e nosZ.

Palavras —chave: gPCR; 16S rRNA; Plantio direto; Nitrogénio; BPCV.



ABSTRACT

Food security is the priority challenge of the 21st century and accompanying the growing
population. Grain production must be based on increasing crop yield and not on expanding
agricultural land. In this sense, adjustments on cultivation technologies are necessary to
ensure better use of fertilizers, preserve soil fertility and reduce the environment's impact.
Plant growth-promoting bacteria is a promising technology because it is a low cost,
contributing to the cycling of essential nutrients such as nitrogen and phosphorus, protecting
plants against pathogens, and increasing the development of the root and uptake water, among
other advantages. The present research aimed to evaluate the impact of the application of
commercial inoculants and the use of nitrogen fertilization, in a long-term no-till system, on
the composition of the soil bacterial community, on the abundance of nitrogen cycle genes,
and the yield of five crops (black oat, maize, wheat, soybean and rye). The results were
divided into three chapters. In chapter 1 was approached the detection of Azospirillum
brasilense by gPCR performed in maize inoculated seeds; the results showed that after radicle
emergency, inoculated bacteria anchored in the root being detected only in roots until 75 days
after sowing, in a concentration in the order of 104 CFU g-1 of fresh roots. Chapter 2
analyzed the impact of A. brasilense inoculation and three doses of nitrogen on structure and
composition of the bacterial community using the partial gene sequencing of the 16S rRNA
gene on the Illumina MiSeq platform. It was observed that there was no difference in the main
phylum in both black oat and maize; the results confirm that no-till practices with crop
rotation are fundamental for the stability of the bacterial community and fertility of
agricultural soils. Finally, in chapter 3, gPCR's nitrogen gene cycle was quantified in bulk soil
of black oat, maize, wheat, soybean, and rye. The abundance of gene responded differently to
nitrogen fertilization and bacterial inoculation. In maize, nitrogen and bacterial inoculation
decreased nifH amounts, but in wheat increased. nosZ abundance had a residual soybean
effect on black oat and rye. The results confirm the importance of crop rotation under no-till
for the stability of nifH and nosZ.

Key words: qPCR; 16S rRNA,; No-till system; nitrogen; PGPB.
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1 INTRODUCAO GERAL

Um dos maiores desafios do século XXI sera alimentar aproximadamente 10 bilhdes de
pessoas em 2050 e a0 mesmo tempo reduzir o impacto ambiental e os custos da producao
agricola (FOLEY et al., 2011). Para atingir esse objetivo é necessaria a duplicacdo de safras, o
que exige solugdes rapidas e imediatas (TILMAN et al., 2011). Nesse contexto, 0 uso de
bactérias promotoras do crescimento vegetal — BPCV, como inoculantes, com o intuito de
diminuir o consumo de insumos agricolas, tem aumentado nos Gltimos anos, ndo apenas pelo
alto custo dos fertilizantes nitrogenados, mas também por representar uma das mais
importantes praticas para uma agricultura mais sustentdvel (AMBROSINI; DE SOUZA,;
PASSAGLIA, 2015; VERMA; MISHRA; ARORA, 2019).

A microbiota do solo pode ser afetada e alterada por fatores bioticos e abioticos, sendo a
planta mais um fator bidtico que contribui para a selecdo das bactérias predominantes através
dos seus exsudatos. Essas interacdes da planta com as bactérias também podem alterar sua
exsudacdo e toda essa variacdo reflete diretamente no desenvolvimento da propria planta
(VACHERON et al., 2013). Diante dessas razdes, a determinacdo dos fatores que influenciam
as comunidades bacterianas, e a manutencdo da diversidade microbiana no solo associada
com maior produtividade de gréos, sdo preocupacOes pertinentes para 0 aumento da
sustentabilidade da producdo agricola (DING et al., 2013).

Segundo as projecdes para 0 agronegocio brasileiro realizadas pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o crescimento da producdo dos cinco
principais grdos cultivados no Brasil (arroz, feijao, milho, soja e trigo), durante o periodo
2018 — 2028, continuard fundamentado no aumento da produtividade, e ndo na ampliacéo das
areas de cultivo, com projecGes de incrementos de 26,8% na producdo e apenas 15,3% nas
areas de cultivo (BRASIL, 2019). De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), espera-se que a safra 2020/21 seja a maior da histdria, com uma producéo total de
grdos de 265,9 milhdes de toneladas; 3,5% superior a safra 2019/20 (CONAB, 2020a).

Inserido nesse panorama, o estado do Parana se destaca por ser o maior produtor de
trigo (51% da producéo nacional), o segundo maior produtor de milho (16,7% da produgéo
nacional) e o terceiro maior produtor de soja (14,2% da producao nacional) (CONAB, 2019).
O Parana também se destaca por ser o0 estado pioneiro na adocdo do sistema plantio direto
com rotacdo diversificada de culturas. Na safra de 2020, o trigo teve uma produtividade média
31% superior a safra de 2019. Para as culturas de milho e soja, as quais tiveram um aumento

na area cultivada, também se espera uma produtividade superior a safra anterior (CONAB,
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2020a). Referente aos cultivos de inverno utilizados como cobertura, o centeio vem ganhando
destaque no estado do Parana devido a farta palhada gerada pelo cereal, a qual serve como
base para a sustentacdo do plantio direto (CONAB, 2020b).

Diante dessa perspectiva e ciente da importancia dos microrganismos para a estrutura e
fertilidade do solo, é urgente e imperativo a obtencdo de maior conhecimento da
biodiversidade e da ecologia bacteriana presente no solo nos sistemas de producdo agricola,
com o intuito de identificar as consequéncias da inoculacdo de BPCV na estrutura da

comunidade bacteriana e na producéo de graos.

1.1 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL: Azospirillum COMO
EXEMPLO

As bactérias que promovem o crescimento das plantas sdao um grupo benéfico e
heterogéneo de microrganismos que podem ser de vida livre, ou associados a raiz
(rizobactérias), seja na rizosfera, na superficie da raiz ou associados a ela, e sdo capazes de
melhorar o crescimento das plantas e protegé-las de doencas e estresses abidticos (DE
SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015).

Entre as rizobactérias ha um gradiente de proximidade e intimidade com a raiz, como
segue: 1) Bactérias rizosféricas, as quais vivem no solo perto de raizes, utilizando exsudatos
das raizes como fontes carbono e nitrogénio; 2) Bactérias rizosféricas que colonizam a
superficie radicular e habitam o rizoplano; 3) Bactérias endofiticas, as quais residem no tecido
radicular, habitando espacos entre células corticais; e, finalmente, 4) Bactérias que vivem
dentro das células, em estruturas especializadas da raiz, chamadas nédulos. Esse ultimo grupo
é dividido em rizdébios associados a leguminosas e espécies de Frankia associadas a plantas
lenhosas (GRAY; SMITH, 2005).

Os mecanismos de promocdo do crescimento vegetal apresentados pelas BPCV
compreendem a fixacdo bioldgica de nitrogénio (BALDANI; BALDANI, 2005), o aumento
da atividade da nitrato redutase vegetal quando em interacdes endofiticas (CASSAN et al.,
2008); a producdo de horménios como auxinas, citocininas (TIEN; GASKINS; HUBBELL,
1979), giberelinas (BOTTINI et al., 1989), etileno (STRZELCZYK; KAMPERT,; LI, 1994) e
uma variedade de outras moléculas (PERRIG et al., 2007); a solubilizacdo de fosfatos
(RODRIGUEZ et al., 2004); e o controle bioldgico de patogenos (CORREA et al., 2008).

Dentre as BPCV, o Azospirillum € um dos géneros mais estudados por ter a capacidade

de associar-se com aproximadamente 113 espécies de plantas, distribuidas em 35 familias
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boténicas, incluindo 14 espécies de cereais (PEREG; DE BASHAN; BASHAN, 2016). O
Azospirillum brasilense € Unica espécie utilizada para formulacdo de inoculantes comerciais
no Brasil, sendo autorizadas e recomendadas as estirpes AbV1, AbV4, AbV5, AbV6, AbV7 e
AbV8 (BRASIL, 2011).

Como as espécies de Azospirillum podem fixar nitrogénio, solubilizar fosfato, produzir
fitormonios, entre outras caracteristicas das BPCV, a sua capacidade para promover o
crescimento das plantas ndo € explicado por um Unico mecanismo, o que levou a proposi¢édo
da hipotese de aditividade (BASHAN; LEVANONY, 1990), na qual multiplos mecanismos
participam da bem sucedida associagdo entre o Azospirillum e as plantas, sendo que tais
mecanismos podem variar dependendo da planta que for colonizada, a estirpe de Azospirillum
inoculada e as condicdes prevalecentes durante a interacdo (BASHAN; DE BASHAN, 2010).

A fixacdo biologica do nitrogénio — FBN e a producdo de fitorménios sdo duas
caracteristicas atreladas a capacidade do Azospirillum para promover o crescimento das
plantas. A primeira delas é controversa e por muitos anos retardou o seu uso na agricultura
brasileira devido a falta de consisténcia nos resultados e auséncia de formacéo de nédulos em
associacdo com as raizes das plantas (REIS, 2014). Estudos relatam que a contribui¢do de
nitrogénio para as plantas como produto da FBN de Azospirillum € baixa, atingindo valores de
5 — 18% do total de nitrogénio na planta (BASHAN; HOLGUIN; LUZ, 2004). Contudo, a
capacidade do Azospirillum para produzir hormdnios vegetais € um argumento que comprova
o potencial benéfico de seu uso na agricultura (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016).

A biossintese destes compostos tem sido bem estudada por analises moleculares, sendo
influenciada por fatores ambientais como a sinalizacdo da planta e o estresse. Cassan et al.
(2014) estudaram tais fatores e demostraram que a acidificacdo e o estresse osmotico afetam a
producdo de tais moléculas. A producdo de acido indol acético (AlA) por exemplo, aumenta
em condic¢oes de deficiéncia de carbono e de solo acido (ONA et al., 2003), caracteristica que
também é observada in vitro, na fase estacionaria do crescimento bacteriano, em que o
carbono é reduzido e o pH é baixo.

Uma metandlise recente realizada por Rubin et al. (2017) reuniu informacgdes que
demostraram que as BPCV sdo mais eficientes em condi¢cbes de estresse abidtico. Os
tratamentos analisados foram a inoculagcdo em plantas irrigadas e em condi¢cfes de estresse
hidrico. Os resultados demostraram que as plantas irrigadas tiveram um incremento de 35%
na massa de raiz, 28% na parte aérea, e 19% no rendimento reprodutivo, enquanto as plantas
em condicGes de estresse hidrico apresentaram um incremento de 43% na massa de raiz, 45%

na parte aérea e 40% no rendimento reprodutivo.
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Outro beneficio da produgdo de fitorménios é a modificacdo no sistema radicular. O
aumento de pelos radiculares € a resposta fenotipica mais observada em plantas inoculadas
com Azospirillum. A modificacdo radicular permite maior absorcéo de dgua e nutrientes, tal e
como foi proposto em 1970 quando o género comegou ser estudado. Bashan e Holguin (1997)
observaram que ap6s inocular auxinas produzidas por Azospirillum houve aumento na

proliferacdo radicular e, consequentemente, na promogéo do crescimento da planta.

1.2 O USO DOS TERMOS BIOFERTILIZANTE E INOCULANTE NO BRASIL

O termo bioestimulante é relativamente novo na agricultura e sua utilizag&o € restrita a
comunidade cientifica; porém, ainda carece de uma definicdo unificada. A definicdo mais
abrangente foi criada por du Jardin (2015), que se referiu aos bioestimulantes de plantas como
sustancias ou materiais, com excecdo de nutrientes e pesticidas, os quais, quando aplicados
nas plantas, sementes ou substratos de crescimento, tem a capacidade de modificar os
processos fisioldgicos da planta, gerando beneficios para seu crescimento, desenvolvimento e
resposta ao estresse.

Alguns autores aceitam a proposta de du Jardin (2015); a exemplo disso, Halpern et al.
(2015) empregaram o termo, considerando como bioestimulantes aqueles que tém efeito
positivo sobre o crescimento e eficiéncia de absorcdo de nutrientes pelas raizes, criando
quatro grupos de bioestimulantes, a saber: substancias humicas, formulacGes a base de
proteinas hidrolases e aminoacidos, extrato de algas marinhas, e microrganismos que
promovem o crescimento vegetal.

A definicdo de biofertilizante melhor aceita pelos pesquisadores em BPCV foi proposta
por Vessey (2003), e define de forma clara o alcance do termo. Assim, foi definido como
“substincia que contém microrganismos Vvivos, 0s quais, quando aplicados na semente, na
superficie da planta ou no solo, colonizam a rizosfera ou o interior da planta, promovendo o
crescimento seja por suplementacdo ou por maior disponibilidade de nutrientes essenciais
para a planta hospedeira”.

Dentro do contexto nacional, a legislacdo brasileira trata sobre o uso de biofertilizantes
na Lei 6894/1980 e refere-se ao termo biofertilizante como “produto que contém principio
ativo ou agente organico isento de substancias agrotoxicas, capaz de atuar, direta ou
indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, elevando a sua produtividade, sem

ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante”. Dentro da mesma lei define-se também o
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termo inoculante como ““a substancia que contenha microrganismos com a atuacdo favoravel
ao desenvolvimento vegetal”.

Constata-se que os termos biofertilizante e inoculante, como abordados pelo MAPA na
Lei 6894/1980, ndo condizem com as definicdes encontradas na literatura cientifica. Nesse
sentido, para fins de melhor compreensdo no presente trabalho foi utilizado o termo
inoculante, o qual inclui as BPCV utilizadas na produgdo de grédos e ndo o termo
biofertilizante para evitar erros de interpretacdo entre a definicdo da legislacdo nacional e a

definicdo encontrada na literatura cientifica.

1.3 USO DAS BPCV COMO INOCULANTES NA AGRICULTURA BRASILEIRA

Em escala global, os efeitos da excessiva adubagdo nitrogenada causam Sérios
problemas ao ambiente, contaminando agua potavel com nitratos, acidificando os solos e
gerando gases de efeito estufa (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). O uso das BPCV
como inoculantes no intuito de diminuir o consumo de insumos agricolas tem aumentado nos
ultimos anos, ndo apenas pelo alto custo dos fertilizantes nitrogenados, como também por
representar uma das mais importantes praticas para aumentar a sustentabilidade da agricultura
(DE SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015).

O uso de inoculantes na agricultura remonta a época do naturalista romano, Plinio, o
Velho (23 — 79 DC) que escreveu “O feijdo ocupa o primeiro lugar entre as leguminosas.
Fertiliza o solo em que foi semeado como o faria qualquer esterco”. Séculos depois em 1888,
os cientistas alemdes Hellriegel e Wilfarth descobriram a capacidade que tém as leguminosas
para transformar nitrogénio molecular em amoénia e, na mesma época, pelos trabalhos de
Beijerinck, soube-se que o0s organismos envolvidos em tal processo sdo bactérias
(SHURTLEFF; AOYAGI, 2018).

Remetendo-se ao contexto nacional (Figura 1), na década de 1940, os trabalhos de
José Gomes da Silva, no Instituto Agrondmico de Campinas, e de Jodo Rui Jardim Freire, na
Secretaria de Agricultura do Rio Grande do Sul, foram pioneiros na inoculacdo de soja, feijao
e trevos utilizando inoculantes importados e realizando reisolamentos nacionais
(DOBEREINER; DUQUE, 1980). Nesse cenario, o aumento da producdo de soja na década
de 1960 foi o marco para produgéo de inoculantes no Brasil, pois as primeiras inoculagoes
com Bradyrhizobium japonicum j& se mostravam promissoras para aumentar o rendimento da

cultura que viria ser o carro chefe da agricultura brasileira (ARAUJO, 2016).
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Posteriormente, no comego da década de 1970, constituia-se a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA) e, assim, o grupo de pesquisa do antigo Centro Nacional
de Ensino e Pesquisas Agronémicas do Ministério da Agricultura liderado pela pesquisadora
Johanna Dadbereiner (hoje conhecido como EMBRAPA Agrobiologia) passou a funcionar
como Unidade de Apoio a Pesquisa em Biologia do Solo (UAPNBS) (EMBRAPA, 2020). No
grupo estavam sendo realizados estudos sobre a fixacdo biol6gica do nitrogénio, sendo
proposto que mesmo na auséncia de nodulos em gramineas, ocorria fixacdo bioldgica de
nitrogénio. Foi assim que, a partir de trabalhos desenvolvidos, principalmente com gramineas
tropicais, as espécies Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense foram descritas
(BALDANI; BALDANI, 2005).

Figura 1 - Resumo da evolucédo de producéo de inoculantes no Brasil.

Uso das BPCV na agricultura brasileira

1950 Década de 60 1980 1985

=)

Inicio de selecdo de Selecdo de estirpes Legislacdo de Criacdo da RELARE
estirpes para soja inoculantes

Década de 90 2011/2012

Inoculantes liquidos Primeiro inoculante Entrada de grandes 74,6 M de doses
Concentracoes 1079 para gramineas empresas Aumento de 350%
Importacdo de inoculantes
Adaptado da ANPII

Apesar do impacto de tal descoberta para a agricultura nacional e mundial, o primeiro
inoculante brasileiro para gramineas s6 foi comercializado em 2009. Esse atraso deve-se ao
fato de que na época de 1970, a denominada “revolu¢do verde” preconizava 0 uso de
fertilizantes, pratica que colocou o Brasil como exemplo de agricultura tropical, porém
diminuiu o interesse de alternativas mais sustentaveis como a inoculagdo com BPCV em
gramineas (REIS, 2014).

As pesquisas desenvolvidas pela EMBRAPA em parceria com o Nucleo de Fixagéo
Biologica da Universidade Federal do Parana, Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular, desde o ano de 1996, resultaram no registro de quatro estirpes de Azospirillum



23

brasilense autorizadas pelo MAPA para a producgédo de inoculantes comerciais (HUNGRIA,
2011). As estirpes A. brasilense AbV4, AbV5, AbV6 e AbV7 foram recomendadas para o
milho, e as estirpes AbV1, AbV5, AbV6 e AbV8, para o trigo. Tais estirpes geraram um
incremento no rendimento de grdos de 24 — 30% para milho, e 14 — 18% para trigo, em
comparagdo com o controle sem inoculagao.

Os registros mais recentes sobre a producdo de inoculantes no Brasil foram
compilados no ano de 2018 pela Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de
Inoculantes (ANPII). Nesse ano foram produzidas um total de 74,6 milhdes de doses de
inoculantes, das quais 9,1 milhdes de doses foram de inoculantes para gramineas e 63,9
milhGes de doses foram de inoculantes para soja (ANPII, 2018). Tais valores refletem um
expressivo crescimento nos ultimos anos, de aproximadamente 365% no total de doses,
durante o periodo compreendido entre os anos de 2009 e 2018. Isto significa a adog¢do plena
da tecnologia por parte dos agricultores brasileiros (ARAUJO, 2018). Adicionalmente, é
importante destacar que ap6s a recomendacdo do uso da co-inoculacdo da soja com
Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2015),
houve aumento de 320% na producdo de inoculantes a base de A. brasilense entre o periodo
de 2015 até 2018 (ANPII, 2018).

1.4 A TECNICA DE PCR QUANTITATIVA — QPCR NO ESTUDO DO CICLO DO
NITROGENIO E DE DIFERENTES COMUNIDADES MICROBIANAS DO SOLO

A aplicacdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir dos anos de
1990 permitiu avancos em estudos ecologicos do solo uma vez que ndo depende de
metodologias de cultura in vitro e, com isso, revolucionou o entendimento da estrutura e
diversidade das comunidades microbianas em diferentes sistemas (SMITH; OSBORN, 2009).

Embora permitisse inferir sobre a ecologia das comunidades microbianas do solo, a
PCR é uma técnica “end-point”, na qual os resultados s6 podem ser analisados no final da
reacdo e oferece apenas valores qualitativos, mas ndo quantitativos. Nesse sentido, o
surgimento da técnica de gPCR (HIGUCHI et al., 1993) permitiu ter resultados quantitativos e
em tempo real, utilizando-se um laser acoplado ao termociclador e marcando os acidos
nucleicos com um corante que gerasse fluorescéncia quando as duas fitas estivessem unidas.

A técnica de qPCR em esséncia, segue 0s mesmos passos de uma PCR convencional.
Por exemplo, consiste de repetidos ciclos de amplificacdo do DNA onde este é inicialmente

desnaturado, seguido pelo anelamento de um par de oligonucleotideos especificos nas
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extremidades da regido de interesse e, subsequentemente, ocorre a ligacdo da enzima
polimerase para extensdo. Como resultado hd um incremento exponencial do nimero de
fragmentos de interesse a cada ciclo de PCR; porém, em contraste com a PCR “end-point”, 0
incremento de fragmentos é reportado a cada ciclo (ciclo de quantificacdo Cq) pela detec¢édo
de fluorescéncia (SMITH; OSBORN, 2009). Existem duas formas de reportar essa
fluorescéncia: pela agdo do corante intercalante SYBR Green ou EVA Green; e pelo sistema
TagMan.

No presente trabalho foi abordado somente o sistema de reporte pelo SYBR Green. De
forma simplificada, o corante se liga & dupla fita de DNA/CDNA e, apés cada ciclo de
extensdo, ¢ emitido um sinal de fluorescéncia pela excitacdo do corante. Assim, 0 nimero de
copias de fragmentos acumulados é refletido no aumento da fluorescéncia emitida (HIGUCHI
etal., 1993).

Uma vez finalizados os ciclos de amplificacdo, uma curva de dissociagdo ou curva de
melting é gerada para confirmar se o sinal de fluorescéncia emitida pertence apenas a
amplificacdo da regido de interesse e ndo a produtos inespecificos. Durante a curva de
dissociacdo, a dupla fita de DNA é aquecida utilizando um gradiente de temperatura e, entéo,
o sinal de fluorescéncia gerado ¢ medido em cada ponto de temperatura. Nesse sentido, a
temperatura na qual 50% da dupla fita é desnaturada pode ser usada para confirmar que o
fragmento de interesse esta presente, juntamente com a presenca de outros produtos ndo
especificos e/ou dimeros dos oligonucleotideos iniciadores (SMITH; OSBORN, 2009).

Para estimar a eficiéncia da reacdo € preciso construir uma curva de calibracdo. Assim,
a eficiéncia é definida como a fracdo de moléculas que sdo copiadas a cada ciclo. Para tal fim,
a curva de calibracdo deve ser construida a partir de uma concentracdo conhecida do gene de
interesse e, posteriormente, a partir dessa concentracdo, é realizada uma diluicdo seriada. E
esperado que o valor de Cq versus o logaritmo da concentracdo do gene de interesse seja
linear com uma inclinagéo (slope) negativa (SVEC et al., 2015). Em uma dilui¢do seriada na
ordem de 10, o slope = -3,33, 0 r* = 1, e a eficiéncia (E) = 2, indicando 100% de eficiéncia, ou
seja, a cada ciclo de quantificagdo existe uma duplicagdo perfeita das moléculas, em resumo E
=10 ™sloPe)_1 (CALLBECK et al., 2013).

A eficiéncia depende de vérios fatores segundo Nolan et al. (2006) incluindo: 1) o
desenho experimental, o qual inclui a selecdo dos oligonucleotideos iniciadores e a origem da
amostra que sera quantificada; 2) a amostra, g pode conter inibidores e outras substancias que
interferem nos diferentes passos da reagdo; 3) 0s reagentes utilizados e sua concentracéo,

sendo que estes ndo podem ser limitantes durante a reagdo; e, por ultimo 4) a correta
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calibracdo do equipamento, garantindo assim altos valores de eficiéncia e, principalmente,
reprodutibilidade e precisdo.

Uma vez verificados os fatores anteriores, existem questfes chave que todo experimento
de gPCR deve seguir, as quais foram sumarizadas por Bustin et al. (2009), a saber:

- Sensibilidade analitica: se refere ao nimero minimo de copias em uma amostra que
pode ser medido com precisdo. A sensibilidade é expressa como o limite de detec¢do (LOD —
Limit of Detection), indicando a concentracdo que pode ser detectada com uma certeza de
95% de probabilidade.

- Especificidade analitica: se refere a capacidade que tem o ensaio de gPCR desenhado
de detectar a sequéncia alvo ao invés de outras sequéncias inespecificas que também estdo
presentes na amostra.

- Precisdo: indica a diferenca entre os valores medidos e os valores reais (obtidos a
partir da diluicdo seriada), o que representa alteracdes na duplicacdo ou no numero de cépias
estimadas.

- Repetibilidade (precisdo intra-ensaio): faz referéncia a precisdo e robustez do ensaio
ao analisar as mesmas amostras repetidamente, sendo expressa como o desvio padrdo para a
variancia dos ciclos de quantificacao.

- Reprodutibilidade (preciséao inter-ensaio): se refere a variagao nos resultados ao repetir
a corrida ou ao repetir o experimento em outro laboratério, sendo expressa como o0 desvio

padrdo do numero de copias quantificado.

1.5 O SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE 16S RRNA COMO ALTERNATIVA
PARA O ENTENDIMENTO DA ESTRUTURA DA COMUNIDADE MICROBIANA
DO SOLO

O microbioma do solo é definido como o conjunto de microrganismos que sdo
encontrados nesse habitat incluindo Archaea, Bacteria, virus, protistas, fungos e outros
microrganismos eucariotos (FIERER, 2017). Embora no ultimo século o avanco tecnolégico
tenha permitido incrementar o conhecimento da sua composi¢éo, a maior parte da diversidade
do solo ainda permanece desconhecida (DELGADO-BAQUERIZO et al., 2018).
Considerando-se que um grama de solo pode albergar até um bilhdo de células bacterianas,
representadas em aproximadamente um milhdo de espécies (GANS; WOLINSKY;
DUNBAR, 2005), at¢é o0 momento se conhece cerca 1% dessa diversidade, principalmente

devido ao fato de que a maioria dos microrganismos nao sdo cultivaveis em laboratério
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(SCHLOSS et al., 2016; KONSTANTINIDIS; ROSSELLO-MORARA, 2015). Nesse sentido,
0 uso de técnicas moleculares independentes de cultivo permite conhecer com uma boa
resolucdo a diversidade de um dos ambientes mais ricos do planeta (TIEDJE et al., 1999).

Desde o sequenciamento dos primeiros genomas bacterianos no comeco da década de
1990 até hoje, ou seja, 30 anos depois, foram sequenciados cerca de 300.000 genomas
bacterianos (NCBI, 2021). O imenso volume de informacdo gerado foi aumentando com a
capacidade de sequenciamento e a disponibilidade de diferentes plataformas de
sequenciamento, o que se refletiu na diminuicdo dos custos e tornou a técnica muito mais
acessivel para diferentes centros de pesquisa (SHENDURE; JI, 2008).

Além do sequenciamento do genoma, o gene 16S rRNA é amplamente utilizado como
marcador para o conhecimento da ecologia e diversidade bacteriana de amostras ambientais,
ja que todos os genomas bacterianos apresentam pelo menos uma copia desse gene. Além
disso, corresponde a uma regido que apresenta regides tanto varidveis como conservadas no
genoma, e apresenta uma boa resolugdo taxondmica para diferentes niveis de classificacdo
(LAND et al., 2015). Ha 40,1 milhdes de sequencias do gene 16S rRNA depositadas na base
de dados GenBank (BENSON et al., 2013) do NCBI, das quais 5,2 milhdes correspondem a
bactérias ndo cultivaveis (GENBANK, 2021). Contudo, o numero de sequéncias de amostras
de solo é muito baixo se comparado com o numero de sequéncias associadas a um hospedeiro.
Cerca de 7,8% de um total de 10 milhdes de sequéncias registradas no GenBank em 2016
correspondiam a bactérias do solo, enquanto 55% correspondiam a bactérias dependentes de
um hospedeiro (SCHLOSS et al., 2016).

O sequenciamento do gene 16S rRNA tem permitido explorar a composi¢do da
comunidade bacteriana do solo, evidenciando que apenas 2% dos filotipos dominantes sdo
compartilhados em diferentes solos ao redor do mundo (DELGADO-BAQUERIZO et al.,
2018), sendo que Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Planctomycetes, Chloroflexi,
Verrucomicrobia e Bacteroidetes sdo os mais abundantes (JANSSEN, 2006). Tal variacao se
deve aos fatores que modelam o comportamento das comunidades, principalmente o pH do
solo (LAUBER et al., 2009), a disponibilidade e qualidade de carbono organico (SUL et al.,
2013), e a disponibilidade de nitrogénio bem como a adugéo nitrogenada (CEDERLUND et
al., 2014).

Dentre as plataformas disponiveis para sequenciamento de segunda geracdo, a
plataforma Illumina se tornou a mais utilizada nos ultimos anos devido ao baixo custo dos
reagentes e alto rendimento para geracdo de sequéncias, quando comparada com plataformas
como a 454 da Roche ou a SOLID da Applied Biosystems (LIU et al., 2012). Contudo, 0
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desenvolvimento de plataformas para sequenciamento de terceira geragdo como GanapSys,
Genia, Nanopore, Firefly entre outras, as quais visam maior acuracia e comprimento das
sequéncias, registram um crescimento acelerado, principalmente porque sdo técnicas que
respondem a demanda clinica (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

Levando em consideracdo o grande volume de informagdo gerada no sequenciamento
de amostras de solo e a alta percentagem de sequéncias de 16S rRNA que ainda permanece
sem classificacio taxondmica em bases de dados (KONSTANTINIDIS; ROSSELLO-
MORARA, 2015), é inerente a necessidade de estudos que visem preencher essa lacuna.
Anélises metataxondémicas sdo Uteis ndo apenas para o conhecimento da composicdo
bacteriana do solo, como também para um melhor entendimento da ecologia das comunidades
presentes, permitindo assim identificar organismos chave que formam redes de interacbes
microbianas no solo, fundamentais para a estabilidade e satde do ecossistema (BANERJEE;
SCHLAEPPI; A HEIJDEN, 2018).
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2 METODOLOGIA GERAL

2.1 AREA DE ESTUDO

O experimento foi realizado no municipio de Ponta Grossa, PR, (25°13'S, 50°07'W), em
uma area com um historico de mais de 30 anos sob sistema plantio direto. A éarea
experimental apresenta uma altitude de 830 m, precipitacdo pluvial anual media de 1550 mm
e temperaturas médias que oscilam entre 17 °C e 28 °C. A classificagdo do clima é do tipo
Cbf, com verdo ameno e geadas constantes durante o inverno (PEEL; FINLAYSON;
MCMAHON, 2007). O solo utilizado foi um Latossolo Vermelho distréfico (SANTOS, 2018)
textura muito argilosa.

O presente estudo foi conduzido durante o inverno de 2017 e o inverno de 2019, a partir
de um experimento com culturas em rotacdo que foi utilizado nos trabalhos de dissertacdo e
de tese do aluno egresso Dr. Angelo Rafael Bini, sob a orientacdo do Prof. Dr. Eduardo
Favero Caires do Programa de P6s Graduacdo em Agronomia da UEPG. Todos os dados
referentes as andlises do solo, semeadura e produtividade das culturas apresentados nesse
trabalho foram gentilmente compartilnados pelo Prof. Dr. Eduardo Favero Caires do
Laboratorio de Fertilidade do Solo da UEPG.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso no esquema de parcelas
subdividas, com trés repeticdes. Uma visdo geral do croqui do experimento pode ser
observada na Figura 2A. Cada parcela foi representada por uma 4rea de 208 m? (32,0 m x 6,5
m), e cada subparcela 52 m? (8,0 m x 6,5 m). As parcelas corresponderam aos tratamentos
com e sem inoculacdo, utilizando-se inoculante comercial a base de A. brasilense
AbV5/AbV6 (seguindo as concentracbes recomendadas para cada cultura). Na cultura da soja,
todas as parcelas foram inoculadas com inoculante comercial a base de Bradyrhizobium
japonicum semia 5079 e semia 5080 (recentemente reclassificada como B. diazoefficiens por
Delamuta et al. (2013) e co-inoculadas com A. brasilense em parcelas com inoculacéo de A.
brasilense em outras culturas. As subparcelas corresponderam a quatro doses de N-ureia em
cobertura, ajustando-se as doses segundo os requerimentos de cada cultura (Tabela 1).

Para o desenvolvimento da presente pesquisa ndo foram consideradas as parcelas com

adicdo de gesso, e também ndo foram consideradas as quatro doses de nitrogénio, apenas 0S
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valores zero, baixo e alto, dependendo de cada cultura, como descrito na Tabela 1. Um croqui
das parcelas que foram utilizadas neste estudo pode ser observado na Figura 2B.

Figura 2 - Croqui geral do experimento implantado em setembro de 2012 no esquema de blocos ao acaso em
parcelas subdividas, com trés repeticdes (A). Croqui das parcelas que foram utilizadas no presente

estudo (B).
A |
Bloco 1 ||| |
‘ I
Bloeo’t S AN - . || I
SBERE T o janne
St
- C/ inoculacao % S/ inoculagao + gesso H]m]ﬂl C/ inoculacao + gesso |:| S/ inoculacao S/gesso
B
Baixo | Alto 0 Baixo 0 Alto
Bloco 1 N N N N N N
Alto 0 Baixo 0 Alto | Baixe
Bloco 2 N N N N N N
0 Bai Alt Alto 0 Baixo
Bloce 3 NN N N N | N
|:| C/ inoculagio S/gesso |:| S/ inoculagiio S/gesso

2.3 TRATOS CULTURAIS

O milho, hibrido DKB 230, foi semeado no espacamento foi de 0,50 m entre as linhas,
sendo utilizadas 3,9 sementes por metro de linha. O trigo, cultivar TBIO Sossego, foi
semeado no espagamento foi de 0,22 m entre as linhas e na densidade de 150 kg ha™ de
sementes. A soja, cultivar Brasmax Lanca 58160 IPRO, foi semeada com espacamento de
0,45 m entre linhas visando uma populacdo de 28 plantas por m>. A aveia preta e o centeio
foram utilizados como culturas de cobertura no inverno em 2017 e 2019. Dados referentes a
adubacdo e a inoculagdo para milho, trigo e soja foram registrados (Tabela 1) a partir do
trabalho de dissertacdo de Bini (2015).

2.4 ANALISE QUIMICA E GRANULOMETRICA DO SOLO

As analises foram realizadas pelo Laboratorio de Fertilidade do Solo da UEPG. As
amostras de cada parcela foram coletadas no final da cultura da soja, no verdo de 2016/2017,
antes da semeadura da aveia preta em abril de 2017.

De forma resumida, o pH foi determinado em CaCl, 0,01 mol L™, a acidez potencial

(H+Al) pelo método de tampédo de SMP, os teores de aluminio (Al), calcio (Ca) e magnésio
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(Mg) por extracdo com solucdo de KCI 1 mol L™?, fésforo (P) disponivel e potéssio (K)

trocavel por extracdo com solugdo de Mehlich 1, e carbono orgéanico pelo método de Walkley-
Black (PAVAN et al., 1992), utilizando-se o fator de converséo de 1,72 para obter o teor de
matéria organica (CATANI; KUPPER, 1946). O teor de sulfato (S-SO,%) foi determinado por
extracdo com solugdo de fosfato de célcio 0,01 mol L (CANTARELLA; PROCHNOW,

2001). Adicionalmente foram determinados teores de areia, silte e argila, seguindo a

metodologia de EMBRAPA (1997).

Tabela 1 - Pardmetros para a adubacdo e inoculacdo (A. brasilense ou A. brasilense + B. japonicum) de aveia
preta, milho, trigo e soja. N: aplicacdo de ureia, P: aplicacdo de P205 na forma de fosfato
monoaménio (MAP), K: aplicacdo de K20 na forma KCI.

ADUBACAO kg ha'!

CULTURA Nutriente Base Cobertura INOCULACAO
Dose Estadio mL kg! de sementes
fenologico
N 15 Sem inoculagdo
Aveia preta P 26,20
K
N 45 0; 80; 240 V4-Vo -~
. P 25,10 Na semeadura
Milho K 100
N 56 0; 40; 120 Perfilhamento 2,5
Trico P 49,78 Na semeadura
g K 100
N 0; 25,75 R3 2a
Soja* P * 2b
K
N 15 Sem inoculagao
Centeio P 26,20
K

Notas: & 100 mL para 60000 sementes

* A cultura da soja recebeu co-inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense

*A adubacdo de base da cultura da soja foi adiantada na cultura do trigo
® Dose do inoculante comercial a base de A. brasilense AbV5/AbV6 numa formulagéo de 2 x10° UFC

ml?

® Dose do inoculante comercial a base de B. japonicum SEMIA5079/5080 numa formulagéo de 5 x10°
UFCmL™. UFC = Unidades Formadoras de Col6nia.



31

3 ARTIGOS

3.1 DETECCAO DE Azospirillum brasilense PELA TECNICA DE QPCR NA CULTURA
DO MILHO EM CONDICOES DE CAMPO

3.1.1 Introducéo

Diante dos efeitos positivos das bactérias do género Azospirillum para o
desenvolvimento e consequente produtividade das culturas, diversas espécies tem sido
estudadas, dentre elas Azospirillum brasilense e Azospirillum lipoferum (BALDANI,;
BALDANI, 2005). A. brasilense € a espécie mais utilizada na formulagéo de inoculantes para
gramineas, existindo 106 inoculantes comerciais registrados na América do Sul, sendo a
Argentina e o Brasil os principais produtores (CASSAN et al., 2020).

No Brasil, grande parte dos inoculantes a base de A. brasilense sdo formulados a partir
das estirpes AbV5/AbV6, e sdo recomendados principalmente para as culturas de milho e
trigo, e em co-inoculagdo com Bradyrhizobium para soja e Rhizobium tropici para o feijoeiro
(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). Segundo dados da Associacdo Nacional dos
Produtores e Importadores de Inoculantes — ANPII, o nimero de doses vendidas de
inoculantes formulados com A. brasilense aumentou de 2,5 milhdes, em 2012, para mais de 9
milhGes em 2018 (ANPII, 2019).

De modo geral, as formas de inoculacdo de Azospirillum ocorrem diretamente no solo,
sobre a raiz ou sobre a superficie das sementes, sendo esta Ultima a mais utilizada. A
inoculacdo muitas vezes encontra-se afetada porque a manipulacdo é inadequada e, como
consequéncia, a populacdo de bactérias diminui rapidamente (BASHAN; DE-BASHAN,
2015). As caracteristicas do solo também sdo importantes para o estabelecimento da
associacdo entre planta — bactéria, podendo ser determinantes para garantir o sucesso da
inoculacéo.

A inoculacdo de Azospirillum em culturas como trigo, milho e sorgo causa mudancas
morfolégicas na raiz, as quais se iniciam imediatamente ap0s germinagdo das sementes; tais
mudangas podem ser observadas no aumento de pelos radiculares e no aumento de
ramificacdes (OKON; KAPULNIK, 1986; CASSAN et al., 2020).

Bashan et al. (1995), em um estudo de comparacgdo da sobrevivéncia de A. brasilense
Cd e Sp-245 tanto no solo como na rizosfera, utilizando 23 tipos de solos diferentes,

concluiram que a espécie coloniza a rizosfera sobrevivendo muito mais tempo aderido a raiz
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do que no solo. Tal colonizagdo depende da mobilidade de Azospirillum e a atracdo de
diferentes exsudatos das plantas (ALEXANDRE, 2015). J4, o processo de ligagéo a raiz
depende principalmente de dois fatores: (i) a existéncia de um flagelo polar que auxilia as
bactérias no processo de adsorcdo as raizes e (ii) a producdo de exopolissacarideos, 0s quais
permitem que as bactérias se fixem firmemente a superficie da raiz (PEREG; MCMILLAN,
2015).

O comportamento no processo de colonizacdo das raizes pode variar dependendo da
estirpe inoculada. Na estirpe A. brasilense Cd, por exemplo, a adsor¢cdo em raizes de trigo
ocorre na superficie da raiz principalmente, e em menor propor¢do nos pelos radiculares
(BASHAN; LEVANONY, 1989). Resultados semelhantes foram encontrados em raizes de
morango inoculado com A. brasilense REC5 e PEC5 (GUERRERO-MOLINA; WINIK;
PEDRAZA, 2012). Por outro lado, foi observado em raizes de trigo que A. brasilense Sp-245
(recentemente reclassificada como A. baldaniorum por Ferreira et al. (2020) também coloniza
a superficie da raiz, contudo, pode ser encontrada no interior formando pequenas colénias no
espaco intercelular, enquanto A. brasilense Sp7 e Wa5 foram encontradas exclusivamente na
superficie da raiz (SCHLOTER; HARTMANN, 1998).

3.1.1.1 Estudos pioneiros sobre quantificagdo de A. brasilense

S&o escassos 0s trabalhos que quantificaram A. brasilense no solo, embora esse seja 0
ponto de partida para auxiliar na formulacdo de protocolos que permitam compreender melhor
0 comportamento de tais bactérias ap6s inoculacéo.

Couillerot et al. (2010b) monitoraram durante 10 dias a presenca das estirpes de A.
brasilense UAP-154 e CFN-535 na rizosfera do milho em condi¢des de laboratério, a partir de
marcadores SCAR desenhados para a cada estirpe. Os valores médios encontrados para as
duas estirpes oscilaram na ordem de 10°> UFC por sistema de raiz.

Faleiro et al. (2013) monitoraram A. brasilense FP2 em raizes de milho durante 10 dias
em condi¢bes de laboratdrio, a partir de oligonucleotideos desenhados para uma regido
especifica no gene nifA. Valores na ordem de 10® UFC g™ de raiz foram obtidos nos primeiros
dias do experimento, e até 10’ UFC g™ de raiz no Gltimo dia.

Cotta (2015) registrou em um trabalho de dissertacdo de mestrado (dados néo
publicados) o monitoramento de A. brasilense AbV5, AbV6 e AbV7 na cultura do milho em
condigdes de campo durante 28 dias, utilizando o par de oligonucleotideos Azo-2.1 (STETS et

al., 2015). Os resultados indicaram que as estirpes de A. brasilense utilizadas encontravam-se
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em uma concentracdo na ordem de 10* UFC g™ de raiz, porém também foram encontradas no
controle sem inoculagédo, sugerindo que algumas estirpes inoculadas se encontravam no solo
onde foi realizado o experimento.

Stets et al. (2015) desenharam oligonucleotideos espécie especificos e estirpe
especificos para A. brasilense FP2, os quais foram testados em um experimento de inoculacao
de A. brasilense FP2 em raizes de trigo, tanto em condicfes estéreis como ndo estéreis, em
casa de vegetagdo. Os autores registraram valores na ordem de 10’ UFC g™ de raiz durante 13
dias, como também foi constatado que A. brasilense FP2 é uma bactéria altamente
competitiva, uma vez que quando foi quantificada em presenca de outras bactérias, o nimero
de UFC néo diminuiu.

Cardozo (2017), em um trabalho de dissertacdo (dados ndo publicados), quantificou A.
brasilense FP2 em condicGes ndo estéreis em casa de vegetacao, durante 21 dias, utilizando os
oligonucleotideos Azo-2.1 (STETS et al., 2015) e AznifAF12/AznifAF19 (FALEIRO et al.,
2013). Os resultados indicaram que utilizando AznifAF12/AznifAF19 ndo foi possivel
detectar a bactéria inoculada; ja com Azo-2.1, a bactéria foi detectada até o vigésimo primeiro
dia em concentracdes na ordem de 10’ — 10® UFC g™ de raiz.

Embora exista um vasto numero de trabalhos sobre inoculacdo com diferentes estirpes
de A. brasilense, h& questdes que ainda precisam ser respondidas como: (i) hd um periodo em
que é possivel detectar as bactérias inoculadas no solo, seja em associacdo com as raizes das
plantas inoculadas ou livres na rizosfera destas?; (ii) qual € a quantidade de bactérias que
coloniza as raizes?; e (iii) hd uma oscilacdo na densidade da populacdo bacteriana em
associacdo com a planta ao longo do desenvolvimento desta? Essas questfes perduram
principalmente devido a dificuldade de desenvolver um protocolo preciso para a quantificacdo
em campo.

Diante do exposto, o presente capitulo teve os objetivos de (i) quantificar A. brasilense
AbV5/AbV6 inoculado via semente no milho, pela técnica de gPCR, ao longo do
desenvolvimento da cultura e (ii) correlacionar a produtividade de grdos de milho com o

efeito da inoculacéo.
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3.1.2 Material e Métodos
3.1.2.1 Delineamento experimental e implantacéo do experimento

No presente experimento foram utilizadas apenas parcelas inoculadas com Azospirillum
brasilense AbV5/AbV6. Os controles de solo corresponderam as parcelas ON sem inoculacéo
(Figura 3) e os controles da raiz corresponderam as plantas de milho que ndo receberam
inoculacdo. Embora as coletas tenham sido realizadas nas subparcelas com 0, 80 e 240 kg N
ha®, ndo foram consideradas as doses de N, apenas as trés repeticdes da parcela com
inoculacdo, devido ao fato de a adubacao nitrogenada ter sido realizada no estadio fenologico

V4-V6, no qual j& a colonizacgdo da raiz por parte da bactéria ja haveria ocorrido.

Figura 3 - Parcelas utilizadas para avaliagdo da sobrevivéncia de A. brasilense AbV5/AbV6 em condigdes de
campo, durante 75 dias ap6s semeadura.

“r Bloco 1 80 N | 240N ON 0N
) Bloco 2 0N ON 240N | BON
]

Milho Bloce3 | an | soN 240N ON

I:' C/ inoculagio I:l S/ inocula¢do

As sementes de milho foram do hibrido hiper precoce DKB 230. Como registrado na
metodologia geral, o milho foi semeado sobre a palhada de aveia preta e a cultura recebeu
adubacdo de base com 45 kg ha® de N e 25 kg ha™ de P. Os resultados referentes a
produtividade do milho e os valores de precipitacdo pluvial média foram gentilmente
compartilhados pelo Dr. Angelo Rafael Bini sob a orientacdo do Prof. Dr. Eduardo Favero
Caires (Laboratorio de Fertilidade do Solo/UEPG).

As sementes tinham recebido tratamento de sementes de fabrica e em campo foi
adicionado grafite antes da inoculacdo. Foram inoculados em um saco de 16 kg de sementes,
100 mL de A. brasilense AbV5/AbVS6, via inoculante liquido comercial Azo Total®, em uma
concentracdo de 2 x 10° UFC mL™. Realizou-se a homogeneizacdo manual e, em seguida, foi
feita a semeadura com semeadora a vacuo. O processo de inoculacdo e semeadura foi
realizado sem nenhum outro cuidado especial que visasse proteger as bactérias inoculadas,

simulando as condi¢des de campo em que os agricultores utilizam o inoculante.
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3.1.2.2 Coleta de amostras

A coleta das amostras para analise foi realizada a partir da semeadura e até 75 dias ap0s
semeadura (DAS), como detalhado na Tabela 2, na qual estdo especificados os dias de coleta,
0 tipo de amostra coletada (semente ou sistema radicular) e a fase de desenvolvimento do
milho no ato de cada coleta. Os 75 dias de coleta foram definidos pelo avancado estado de
desenvolvimento das raizes das plantas, o que gerou dificuldade na retirada das plantas sem
afetar a estrutura da raiz.

Uma amostra composta para cada dia de coleta foi representada por 18 subamostras
(duas amostras de cada parcela). Para cada dia de coleta foram geradas duas amostras em
laboratdrio a partir da amostra composta, sendo elas: 1) solo rizosférico e 2) sistema radicular,
seguindo o protocolo proposto por Couillerot et al. (2010a) com algumas modificacGes.

Para a coleta de solo rizosférico, depois de descartar o excesso de solo sacudindo
vigorosamente a semente/sistema radicular, as amostras foram transferidas para um
Erlenmeyer. Adicionou-se agua destilada estéril (o suficiente até cobrir as sementes/sistema
radicular), e as amostras foram agitadas em agitador orbital (New Brunswick Scientific
Classic, C25KC) a 160 rpm, durante 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram retiradas
e reservadas. A solugdo obtida (rizosfera + agua) foi deixada em repouso até a decantacdo do
solo, sendo a agua descartada com ajuda de uma pipeta e o solo resultante transferido para um
tubo plastico de 50 mL estéril, o qual foi em seguida centrifugado (Eppendorf 5810 R) a
5500xg por 10 minutos. Finalmente, o sobrenadante foi descartado com ajuda de uma pipeta e
solo sedimentado foi considerado como solo rizosférico. A amostra foi armazenada a —20 °C
para posterior extracdo de DNA.

Para as amostras de raiz, as estruturas vegetais reservadas no passo anterior foram
lavadas sucessivamente com agua ultrapura estéril até observar auséncia de residuos de solo.
Em seguida retirou-se 0 excesso de agua e, posteriormente, elas foram finamente picadas com
ajuda de uma lamina de corte, para depois serem maceradas com almofariz e pistilo de

porcelana. Finalmente, elas foram armazenadas a —20 °C para posterior extracdo de DNA.

3.1.2.3 Extracé@o de DNA total do solo e raiz

O DNA do solo rizosférico e o DNA da raiz foram extraidos utilizando-se os Kits
PowerSoil DNA isolation e DNeasy PowerPlant Pro da MOBIO Laboratories, Inc.

respectivamente, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apds extracdo o DNA
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foi quantificado por espectrofotometria em NanoVue™ Plus, no Laboratério de Genética
Evolutiva — UEPG, e finalmente armazenado a -20 °C.

Tabela 2 - Cronograma de coletas do para o monitoramento de A. brasilense AbV5/AbV6 na cultura do milho.

Evento Data DAS Amostra Fase
fenoldgica

Semeadura 31/08/2017 0

Coleta 1 01/09/2017 1 Semente

Coleta 2 03/09/2017 3 Semente

Coleta 3 05/09/2017 5 Radicula

Coleta 4 07/09/2017 7 Sistema radicular seminal

Coleta 5 09/09/2017 9 Sistema radicular VE

Coleta 6 11/09/2017 11 Sistema radicular

Coleta 7 13/09/2017 13 Sistema radicular V1

Coleta 8 15/09/2017 15 Sistema radicular V2

Coleta 9 20/09/2017 20 Sistema radicular V3

Coleta 10 25/09/2017 25 Sistema radicular V4

Coleta 11 05/10/2017 35 Sistema radicular V6

Coleta 12 15/10/2017 45 Sistema radicular V8

Coleta 13 14/11/2017 75 Sistema radicular Pendoamento

Notas: DAS: dias apds semeadura. VE: emergéncia. V(n): nimero de folhas totalmente expandidas.

3.1.2.3 Extracé@o de DNA total do solo e raiz

O DNA do solo rizosférico e o DNA da raiz foram extraidos utilizando-se os Kits
PowerSoil DNA isolation e DNeasy PowerPlant Pro da MOBIO Laboratories, Inc.
respectivamente, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apds extracdo o DNA
foi quantificado por espectrofotometria em NanoVue™ Plus, no Laboratério de Genética

Evolutiva — UEPG, e finalmente armazenado a -20 °C.

3.1.2.4 Extrac@o de DNA bacteriano por desnaturacdo de col6nia isolada

Foram preparados pré-indculos de A. brasilense FP2 e de Bradyrhizobium japonicum
(Tabela 3), a partir da inoculacdo de células de cada estirpe em 5 mL de meio liquido NFb
(DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999) e YM (VINCENT, 1970), respectivamente.
As células foram mantidas sob cultivo a 30°C e 180 rpm, até saturacdo da cultura. Em
sequida, as culturas foram crescidas em meio solido (NFb e YM) e mantidas a 30°C em

auséncia de luz, até observar a formacéo de col6nias isoladas.
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Para extracdo do DNA, colonias das duas estirpes foram colocadas (1 col6nia = 1 tubo)
em microtubos (200 pL) contendo 10 pL de &gua ultrapura estéril. Finalmente, as células

foram desnaturadas a 95 °C durante 10 minutos. O DNA extraido foi armazenado a —20 °C.

Tabela 3 - Microrganismos utilizados na presente pesquisa com suas respectivas origens e meios de cultura.

Organismo Referéncia Origem da Meio de Resisténcia
cultura Cultura

A. brasilense FP2 (PEDROSA; Colecdo de NFb Sm 80°

YATES, 1984) culturas do NFN (DOBEREINER; Nal 10°
da UFPR ANDRADE;
BALDANI, 1999)

A. brasilense (HUNGRIA, 2011) Inoculante

AbV5/AbV6E comercial Grap
Noda®

B. japonicum (VARGAS et al, Inoculante YM (VINCENT,

SEMIA 5079 e 1992) commercial Grap ~ 1970)

SEMIA 5080* Nod+®

Notas: "Estirpe reclassificada como Bradyrhizobium diazoefficiens sp. nov (DELAMUTA et al., 2013).
é Estreptomicina (Sm) em concentragdo de uso de 80 pg mL*
® Acido nalidixico (Nal) em concentragdo de uso de 10 pg mL™

3.1.2.5 Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores para A. brasilense

A especificidade dos oligonucleotideos iniciadores Azo-2, Azo-2.1 e Azo-2.2 (STETS
et al., 2015) (Tabela 4) foi verificada a partir da reacdo de PCR, seguindo 0s parametros
recomendados por Stets et al. (2015). Utilizou-se 0 DNA extraido da col6nia isolada de A.
brasilense FP2 como controle positivo e de B. japonicum como controle negativo. O sistema
para cada reacdo de 50 pL continha 5 pL de tampdo da polimerase Taq (10x, Invitrogen), 2
mM de MgCl; (50 mM, Invitrogen), 200 uM de dNTPs (10 mM, Fermentas), 0,2 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (10 pM), 2 U de Taq (6 U pL™ Invitrogen) e agua ultrapura estéril.
A amplificacdo foi conduzida no termociclador Eppendorf Master Cycler Gradient, constando
de um ciclo inicial de desnaturacdo de 10 minutos a 95°C, seguido de 25 ciclos de 15
segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 30 segundos a 72°C e um ciclo de extensdo de 10 minutos
a 70°C.

Os produtos da amplificacdo por PCR foram observados em gel de agarose como
descrito por Sambrook e Russell (2001). O tampéo de corrida foi TBE 1X, a concentragéo do
gel foi de 2% (p/v) e os produtos de amplificagdo foram misturados com corante FSUDS (5x,
composicao: glicerol 30%, EDTA500 mM pH 8, azul de bromofenol 0,25%, H,O DEPC
0,1%). A corrida foi a 90 V durante uma hora. Apos a eletroforese, o gel foi corado em

solugdo de brometo de etidio 0,5 pg.mL™ durante 20 minutos, retirando 0 excesso de corante
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pela submersdo do gel em &gua durante 5 minutos. O DNA foi visualizado em
transiluminador (Fusion FX, Vilber lourmat) e a confirmacdo da especificidade foi

determinada pela presenca de banda Unica no tamanho de 90 pb.

Tabela 4 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢es de PCR e gPCR.

Oligonucleotideo Sequéncia Especificidade ~ Amplicon (pb)  Referéncia
iniciador

Azo-2 F GCGCGGGAAGTCCTGAAT Espécie 90 STETS et al., 2015
Az0-2R CCCTTCACCATCCAGTCGAT

Az0-2.1F CGCCACCATGCGATCAA Estirpe 90 STETS et al., 2015
Az0-2.1R GCATGCCCAGTACTGCAAGTC

Az0-2.2 F CCTTCACCTGGACGGTTCAG Estirpe 90 STETS et al., 2015
Az0-2.2 R CGCGGCCAGCAGACTT

16SrRNA 341 F CCTACGGGAGGCAGCAG Bactérias 174 BRU; MARTIN-

totais LAURENT,;

16S rRNA 534 R ATTACCGCGGCTGCTGGCA PHILIPPOT, 2008

3.1.2.6 Geracdo das curvas de calibracédo para Azo-2, Azo-2.1 e Az0-2.2

A eficiéncia (E) da reacdo de gPCR na presenca de cada par de oligonucleotideos foi
verificada a partir de uma curva de calibracdo. Os parametros, nimero de dilui¢des, volume
de diluicdo, numero de repeticdes técnicas por diluicdo, entre outros, foram definidos
seguindo a recomendacdo de Burns et al. (2005) e Svec et al. (2015), garantindo assim
resultados mais robustos e completos (BUSTIN et al., 2009). As curvas também permitiram
estimar os valores de slope, R?, limites de deteccéo e de quantificagao.

Para obtencdo do DNA das diluices para construcdo da curva foi seguido o protocolo
proposto por Couillerot et al. (2010b) com algumas modificacBes. Resumidamente, 300 g de
solo oriundo do mesmo local onde foi realizado o experimento foram autoclavados durante 40
minutos a 120°C. Posteriormente, em sete tubos de extracdo do kit PowerSoil DNA isolation
da MOBIO Laboratories, Inc, foram colocados 0,25 g de solo autoclavado. Paralelamente, foi
realizada uma diluicdo seriada de 10° até 107 do inoculante comercial Grap Noda® a base de
A. Dbrasilense AbV5/AbV6, e 1000 pL de cada diluicdo foram inoculados nos tubos de
extragcdo contendo o solo autoclavado. Foram deixados em repouso durante uma hora a 4 °C
para promover a interagdo entre o solo e as bactérias e, finalmente, 0 DNA foi extraido
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante do kit. O DNA foi quantificado e
armazenado a -20 °C.

A partir do DNA extraido, foram construidas as curvas, utilizando-se o termociclador

Lyghtcycler® Nano Roche. Cada amostra foi quantificada em duplicata e foram seguidos o0s
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mesmos parametros estabelecidos para a quantificacdo das amostras de campo, 0s quais estdo
descritos no topico a seguir.

3.1.2.7 Quantificacao de A. brasilense AbV5/AbV6 em amostras de campo

Antes de proceder com as quantificagdes por gPCR, foi realizada uma PCR
convencional para verificar a presenga de A. brasilense AbV5/AbV6 nas amostras de rizosfera
ou raiz.

O sistema para cada reagdo foi de 20 pL, composto por 2 pL de tampéo (10x contendo
15 mM de MgCl,), 200 uM de dNTPs (10 mM, Fermentas), 0,5 uM de cada oligonucleotideo
iniciador (10 uM), 2,5 U de Taq (5 U pL™ HotStarTag, Qiagen) e agua ultrapura estéril. A
amplificacdo foi conduzida no termociclador Eppendorf Master Cycler Gradient, constando
de um ciclo inicial de 15 minutos a 95°C para ativacdo da enzima, seguido por 35 ciclos de 45
segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C, um minuto a 72°C, e um ciclo de extensdo de 10
minutos a 72°C. Os produtos da reacdo foram analisados por eletroforese, como descrito
anteriormente, sempre confirmando a amplificacdo pela presenca de banda Unica no tamanho
de 90 pb.

Uma vez confirmada a presenca do inoculante nas amostras, foi procedida a
quantificacdo do numero de UFC de A. brasilense AbV5/AbV6. Utilizando-se o
termociclador Lightcycler® Nano Roche, cada reagdo consistiu de 10 pL de SYBR (FastStart
Essential DNA Green Master), 2,5 pL de agua ultrapura estéril, 1 pL de cada par de
oligonucleotideos (10 pmol.uL™), 0,5 pL de BSA (10 mg.mlI™ BioLabs) e 5 pL de DNA (15 —
50 ng. puL™Y), para um volume de reacdo de 20 pL. O programa de corrida para as reacdes foi
um ciclo de 10 minutos a 95° C, seguido de 40 ciclos de trés etapas: 15 segundos a 95° C, 20
segundos a 60° C, e uma etapa final de 20 segundos a 72 °C. Para a construcdo da curva de
dissociacdo (curva de Melting) foram aceitas as configuragdes automaticas do equipamento. A
saber, um ciclo de 10 segundos a 95 °C, seguido de uma etapa inicial comecando em 60 ° C,
com aumento de 0,1 °Cs™ até atingir a etapa final em 97 °C. A determinacéo do nimero de
copias foi realizada automaticamente no software do equipamento Lightcycler® Nano
Software 1.1, utilizando-se a curva de calibracdo como parametro.

Cada amostra foi quantificada em triplicata técnica. Cada corrida também foi realizada
em triplicata (ou mais quando necessario) até obter pelo menos uma replicata de cada amostra

em que a variagdo de Cq ndo fosse superior a 0,5 ciclos e a temperatura do pico da curva de
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dissociacdo fosse a mesma. Todos os produtos de quantificagdo foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose como descrito anteriormente.

Além da quantificacdo de A. brasilense AbV5/AbV6, também foi quantificado o gene
16S rRNA para determinar 0 numero aproximado de bactérias nas amostras positivas para a
presenca do inoculante. Para tal, foi utilizado o par de oligonucleotideos informados na
Tabela 4, e os parametros de reacdo foram 0s mesmos relatados para A. brasilense
AbV5/AbV6. Foi utilizada a média de 4,2 copias do gene 16S rRNA (VETROVSKY:
BALDRIAN, 2013) para converter o valor absoluto de cépias do gene em UFC.

Com a finalidade de padronizar a quantidade de DNA (20 ng pL™) utilizada em cada
amostra e a quantidade de UFC para um grama de solo ou de raiz, os valores de UFC obtidos

pela quantificacdo por gPCR, foram convertidos utilizando a seguinte férmula:

UFC (20%4)
gsoloouraiz ' (5*B)

Onde:
UFC = Numero de unidades formadoras de col6nia
A = numero de UFC quantificadas em cada corrida.
B = Concentrac&o da amostra (DNA ng pL™) quantificado em NanoVue™ Plus
Na férmula anterior, 0 nimero quatro refere-se a quatro partes de 250 mg (massa de
cada amostra de solo utilizada para a extracdo de DNA) para completar um grama de solo; o
nGmero 20 refere-se & quantidade de DNA desejada para cada amostra, neste caso 20 ng uL™%;
finalmente, o nimero 5 refere-se aos uL de DNA utilizados para quantificar cada amostra.
As analises estatisticas foram realizadas no pacote Agricolae (DE MEDIBURU, 2019),

e Laercio (DA SILVA, 2015) no programa R.

3.1.3 Resultados e Discussdo

Os resultados do presente capitulo foram publicados na revista Applied Soil Ecology, v.
160, 103849. https://doi.org/10.1016/j.aps0il.2020.103849 com o titulo “Detection of

Azospirillum brasilense by gPCR throughout a maize field trial”.

3.1.3.1 Ajuste de parametros para Azo-2, Azo-2.1 e Azo-2.2

Como relatado por Stets et al. (2015), os oligonucleotideos testados Azo-2, Azo-2.1 e

Az0-2.2 sdo especificos para A. brasilense (Figura 4). Uma vez confirmada a especificidade
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dos oligonucleotideos, foi a elaborada a curva de calibracdo (Figura 5) a qual representa uma
regressdo linear entre 0 Cq e 0 ndmero de UFC g™ de solo. A curva apresentou valores de
eficiéncia (E), r* e slope (Tabela 5) dentro dos limites aceitaveis, isto é, E= 90 — 110%, r’=
perto de 1, slope= entre -2,98 e -3,65 (BUSTIN et al., 2009; D’HAENE; VANDESOMPELE,;
HELLEMANS, 2010; SVEC et al., 2015).

Além dos pardmetros anteriores, cada curva de calibracdo foi analisada levando em
consideracdo as curvas de Melting e a posterior confirmacdo dos produtos de amplificacdo por
eletroforese. Tais parametros indicam se ha amplificacdo de produtos inespecificos, quer seja
por acdo dos oligonucleotideos ou por contaminantes no mix de reacdo. Este dltimo foi
verificado utilizando um controle sem adicdo de DNA (NTC do inglés no template control).
Na Figura 6 sdo apresentadas as curvas de Melting e as respectivas confirmagbes por

eletroforese.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo dos produtos de PCR para o teste de
especificidade dos oligonucleotideos Azo-2, Azo-2.1 e Azo-2.2. Controle positivo (Cont. +): DNA de
coldnia de A. brasilense FP2. Controle negativo para os oligonucleotideos (Cont. 0. —): DNA de B.
japonicum. Controle negativo do mix de reagdo (NTC — No Template Control): sem adi¢cdo de DNA.
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Figura 5 - Curva de calibragdo para os oligonucleotideos Azo-2, Azo-2.1 e Azo-2.2 a partir da regressdo linear
do log UFC g de solo e o Ciclo de quantificagdo (Cg). Os pontos representam duplicatas do DNA
produto da diluic&o seriada (2x10® — 2x10%) de A. brasilense AbV5/AbV6 inoculado em solo estéril.
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Tabela 5 - Parametros para cada par de oligonucleotideos obtidos a partir da curva de calibragéo.
Oligonucleotideo  E (%) r’  slope TM (°C) Lim. detecgéo (UFC g™ solo)

Az0-2 100,8 0,98 -3,28 85 2x10° - 2x10°
Az0-2.1 1075 0,99 -3,01 82,5 2x108 - 2x10°
Az0-2.2 95 0,99 -3,59 86 2x108 - 2x10*

Notas: TM: temperatura de Melting

Figura 6 - Curvas de Melting geradas a partir de cada curva de calibracéo e posterior confirmacdo dos produtos
por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo. Azo-2 (A e D), Azo-2.1 (B e

E), e Az0-2.2 (C e F). TM de cada pico especificadas na Tabela 5. Todas as bandas observadas (D —
F) apresentaram um tamanho de 90 pb.
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3.1.3.2 Quantificacdo por qPCR de A. brasilense AbV5/AbV6 e do nimero aproximado de
bactérias totais em amostras de campo

Para a quantificacdo de A. brasilense AbV5/AbV6 por gPCR foi utilizado apenas o par
de oligonucleotideos Azo-2, uma vez gque foram observadas bandas inespecificas ao utilizar os
oligonucleotideos Azo-2.1 e Azo-2.2 e analisar as amostras de campo por PCR convencional.

Os resultados da quantificacdo de A. brasilense AbV5/AbV6 utilizando-se o par de
oligonucleotideos Azo-2, para cada um dos dias amostrados, estdo representados por
duplicatas provenientes de trés corridas independentes (cada amostra quantificada em
triplicata em cada corrida). As duplicatas selecionadas seguiram o critério de apresentar uma
diferenca de + 0,5 ciclos no valor de Cq (o que reflete valores mais precisos de numero de
UFC quantificadas), uma TM de 85°C, e bandas de 90 pb observadas em gel de agarose.
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A baixa concentracdo de DNA proveniente de A. brasilense AbV5/AbV6 comparada
com o DNA total do solo ou da raiz do milho dificultou a quantificagdo das bactérias de
interesse, quando se seguem parametros estritos como o0s descritos anteriormente. Nesse
sentido, o principal problema identificado foi referente a variacdo do valor de Cq. Todas as
corridas permitiram detectar A. brasilense AbV5/AbV6 em todas as amostras coletadas,
geralmente sem formacdo de produtos inespecificos, porém, poucas repeticGes tiveram a
variacdo de Cq aceita. No entanto, o par de oligonucleotideos Azo-2 foi eficiente para
quantificar o A. brasilense AbV5/AbV6.

Os resultados da quantificacdo do numero de UFC de A. brasilense AbV5/AbV6 e do
namero aproximado de bactérias totais podem ser observados na Figura 7, na qual, um gréafico
do desenvolvimento do milho acompanha cada dia de coleta, como também € apresentada a
precipitacdo pluvial média para cada més durante o desenvolvimento do experimento.

Foi observado que o nimero aproximado de bactérias se manteve estavel ao longo do
experimento com valores na ordem de 10’ UFC g™ de solo ou raiz, tanto em amostras de solo
como em amostras de raiz (Figura 7).

O numero de células de A. brasilense AbV5/AbV6 ao longo dos 75 dias do experimento
(Figura 7) manteve-se préximo a 10° UFC g™ de solo ou raiz nas amostras de 1 até 7 DAS.
Posteriormente, reduziu para 10* UFC g™ de raiz, e se estabilizou nessa densidade até o final
do experimento, com excecdo da amostra de 11 DAS na qual houve uma diminuicéo para 10°
UFC g™ de raiz. A diminuicdo no nimero de UFC aos 11 DAS pode ter sido decorrente da
afinidade de Azospirillum por colonizar a regido de elongacao da raiz (BURDMAN; OKON;
JURKEVITCH, 2000; SANTOS et al., 2017a; SANTOS et al., 2017b). Assim, com 0 inicio
do desenvolvimento do sistema radicular pds-embrionario é possivel que as bactérias
inoculadas estivessem no processo de migracdo para novas regides em formacao.

Os valores obtidos nos primeiros dias apés inoculacdo (10° UFC) foram satisfatorios,
pois no caso do milho, é necesséaria uma concentracéo a partir de 10° — 10° UFC por semente
para que exista uma boa colonizacdo a partir do surgimento do sistema radicular (OKON;
ITZIGSOHN, 1995).

No primeiro DAS foi possivel monitorar A. brasilense no solo. Contudo, a partir de 5
DAS até o final do experimento, unicamente foi possivel quantifica-lo nas raizes, pois nas
amostras de solo as bactérias alvo se encontravam abaixo do limite de deteccdo (2 x 10 UFC
g™ solo), gerando produtos inespecificos (Figura 8).

O fato de a quantificagdo nas amostras de solo rizosférico ap6s o primeiro dia de

semeadura estar abaixo do limite de deteccdo € indicativo de que as células de A. brasilense
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AbV5/AbV6 circundantes na semente migraram para a radicula logo apds sua emergéncia.
Tal resultado pode ser verificado quando comparado o nimero de bactérias inoculadas por
semente, aproximadamente 5,20 x 10° UFC, com o niimero de UFC quantificadas nos dias 1-
7, todos os valores na ordem de 10° UFC g* de solo ou raiz. Os resultados também
corroboram a hipétese de que Azospirillum ndo sobrevive por muito tempo no solo (BASHAN
etal., 1995; BASHAN; DE-BASHAN, 2015).

Figura 7 - Quantificacdo de A. brasilense AbV5/AbV6 inoculado em sementes de milho em condicBes de
campo, ao longo do desenvolvimento da cultura durante 75 DAS. O extremo superior da figura
representa o desenvolvimento do milho durante os dias de coleta das amostras, e no extremo inferior
esta indicada a precipitacdo média durante os meses do experimento. O (*) indica a quantificacdo em
amostras de solo, para os dias 5 — 75 os valores correspondem a quantificacdo na raiz.
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Estirpes filogenéticamente proximas de A. brasilense AbV5/AbV6 tais como Sp7, Cd,
foram previamente encontradas apenas na superficie da raiz (BASHAN; LEVANONY, 1989;
SCHLOTER; HARTMANN, 1998). Embora no presente trabalho ndo tenha sido verificado se
as bactérias inoculadas se encontravam na superficie ou no interior da raiz, é possivel
confirmar que o A. brasilense AbV5/AbV6 apresenta afinidade maior por colonizar as raizes
do milho do que habitar a rizosfera. Adicionalmente, foi possivel corroborar que o processo
de ancoragem a raiz € irreversivel (PEREG; DE BASHAN; BASHAN, 2016), devido a
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estabilidade no nimero de UFC quantificadas a partir do dia 13 até o final do experimento aos
75 DAS.

Figura 8 - Deteccdo de A. brasilense AbV5/AbV6 no solo rizosférico 5 dias apds a semeadura. A) Curva de
Melting. Linha verde = controle positivo (DNA extraido do inoculante comercial a base de A.
brasilense AbV5/AbV6); linha azul = produtos inespecificos formados em amostra de solo rizosférico
correspondente ao 5 DAS. B) produtos de qPCR observado por eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo. Pogo-1 = marcador de peso molecular 1500 bp; pogos 2-3 = produtos
inespecificos formados em amostra de solo rizosférico correspondente ao 5 DAS.
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Com a finalidade de confirmar se os valores de UFC de A. brasilense AbV5/AbV6
foram provenientes das bactérias inoculadas e ndo de outras estirpes naturalmente presentes
no solo, foi avaliada uma amostra de solo (0-10 cm) composta por subamostras de cada
parcela onde o milho foi inoculado, antes da implementacéo do experimento. Como pode ser
verificado na Figura 9, ndo houve amplificacdo da amostra analisada. Também foi verificado
gue as sementes e as raizes de milho sem inoculacdo ndo amplificaram o fragmento de

interesse.
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Figura 9 - Deteccdo de A. brasilense AbV5/AbV6 no solo (0-10 cm) antes da implementacdo do experimento e
em raizes de milho ndo inoculado. A) Curva de Melting. Linha verde = controle positivo (DNA
extraido do inoculante comercial a base de A. brasilense AbV5/AbV6); linha azul = auséncia de
amplificacdo na amostra de solo e raiz ndo inoculados. B) produtos de gPCR observado por
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo. Pogo-1 = marcador de peso
molecular 1500 bp; poco-2 = amostra de solo ndo inoculado; poco-3 = amostra de raiz de milho néo
inoculado; poco-4 = NTC; poco-5 = controle positivo (DNA extraido do inoculante comercial a base
de A. brasilense AbV5/AbV6).
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3.1.3.3 Produtividade do milho e influéncia da inoculacdo com A. brasilense AbV5/AbV6

As produtividades de gréos de milho (Tabela 6) foram, de modo geral, elevadas, com
valores médios acima de 10.000 kg ha™* e ndo foram observadas diferencas entre as médias de
produtividade das parcelas ndo inoculadas e inoculadas.

Como informado na Figura 7, a precipitacdo pluvial média foi baixa (72 mm) durante o
més de setembro em que o experimento foi implantado. Levando em consideracdo que a
disponibilidade hidrica e a movimentacdo da agua para as sementes sdo fundamentais para a
germinacdo e emergéncia das plantulas (MOTERLE et al., 2006), foi possivel observar que a
inoculacdo com A. brasilense AbV5/AbV6 teve um efeito positivo ainda que esse valor néo
representa uma condic&o de estresse hidrico para a planta.

Entre os mecanismos de promoc¢do do crescimento vegetal apresentados por A.
brasilense, a capacidade de conferir maior tolerancia a planta em condi¢bes de estresse
hidrico é um deles (BASHAN; DE BASHAN, 2010). Tal fato foi corroborado por Diaz-Zorita
et al. (2012), ao analisarem 298 resultados de experimentos de inoculacdo com A. brasilense
no milho, realizados na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai € Uruguai. Os autores concluiram
que a resposta a inoculacdo foi mais evidente quando houve estresse hidrico no inicio do

desenvolvimento do milho e que tal resposta foi refletida no maior rendimento da cultura.
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Tabela 6 - Produtividade do milho, cultivar DKB 230, inoculado via semente com A. brasilense AbV5/AbV6, na
area onde foi desenvolvido o experimento.

Tratamentos
Produtividade (kg.ha™)

Inoculago (A. brasilense AbV5/AbV6)  Dose N (kg ha™)

0 10.755,13°
Sem inoculagéo 80 12.734,31°

240 11.977,26°

0 10.001,30°
Com inoculagdo 80 13.865,81°

240 13.755,89°

Notas: Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentaram diferenca significativa (Tukey, p <0.05).

Referente a adubacdo nitrogenada, o milho é uma das culturas de interesse agricola que
mais demanda nitrogénio (RUIZ DIAZ et al., 2008). Estima-se que para a obtencdo de
rendimento entre 12.000 e 14.000 kg.ha™* em sistema plantio direto, as doses de N requeridas
podem variar entre 130 e 300 kg ha™ em funcéo dos teores de matéria organica do solo e da
cultura antecessora (FONTOURA; BAYER, 2009).

3.1.4 Conclusodes

O par de oligonucleotideos iniciadores Azo-2 é eficiente para a quantificacdo de A.
brasilense AbV5/AbV6, bactéria presente em inoculantes comerciais, em condi¢Ges de
campo, o qual representa um avanco para 0 monitoramento da inoculacéo.

O numero de bactérias quantificadas durante os sete primeiros dias de desenvolvimento
do milho (10° UFC g™ de solo) foi suficiente para promover o crescimento do milho. Esses
resultados indicam que em combinagdo com a inoculacdo de A. brasilense AbV5/AbV6, e em
condicdes de adequado manejo do solo em sistema plantio direto com rotacdo de culturas, a
inoculacdo pode promover ganhos na produtividade.

Apesar de A. brasilense ser classificada como uma espécie de vida livre foi corroborada
uma maior afinidade pela raiz. Os resultados também sugerem que a pratica de inoculacdo nao
aumenta a populacdo de A. brasilense no solo, ja que ndo foi possivel detectar a espécie em
amostras rizosféricas apos a formacdo do sistema radicular definitivo. Tais resultados podem
ajudar a esclarecer dividas sobre o impacto na estrutura da comunidade microbiana do solo

devido ao uso de inoculantes na agricultura, uma preocupacao cada vez mais crescente.
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3.1.5 Perspectivas para Futuras Pesquisas

A metodologia de quantificacdo de A. brasilense poderia ser aplicada em outras culturas
de interesse agricola, incluindo culturas em que é utilizada a co-inoculagdo com outras
bactérias, como no caso da soja. Desta forma, seria possivel avancar no entendimento do
comportamento da espécie e a sua resposta as diferentes cultivares nas quais € realizada a

inoculacéo.

3.2 O SISTEMA DE PLANTIO DIRETO DE LONGA DURA(;AO CONTRIBUI COM A
ESTABILIDADE NA ESTRUTURA E COMPOSICAO DA COMUNIDADE
MICROBIANA DO SOLO NAO RIZOSFERICO

3.2.1 Introducéo

O Brasil é considerado um dos paises mais diversos, albergando cerca de 20% da
diversidade do planeta (MMA, 2010). Contudo, a diversidade do microbioma do solo ainda
permanece pouco explorada (PYLRO et al., 2014), sendo este responsavel pelo sustento da
biodiversidade dos diferentes biomas brasileiros, bem como pela diversidade edafica de areas
de interesse agricola com alta produtividade (ANDREOTE et al., 2017).

A composicao do microbioma de solos agricolas depende da disponibilidade de carbono
bem como da energia resultante dos residuos orgénicos de plantas, incluindo os exsudatos
radiculares (KRAMER et al., 2016). Um grande numero espécies encontradas em
Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes sdo considerados importantes degradadores de
quitina no solo (BEIER; BERTILSSON, 2013). Nesse sentido, o conhecimento da funcéo
ecoldgica de cada grupo microbiano é fundamental para o entendimento da variagdo na
diversidade e abundancia de espécies em resposta as préaticas agricolas.

O impacto da inoculacdo com BPCV na comunidade microbiana do solo tem sido
abordado principalmente desde uma perspectiva composicional; contudo, avaliar o impacto do
inoculante e a resiliéncia da comunidade a partir de uma perspectiva funcional, pode ajudar a
determinar se as comunidades nativas do solo mantém seu funcionamento apesar das
mudangas induzidas pelos inoculantes introduzidos no solo (MAWARDA et al., 2020). Para
ISs0, se fazem necessarias abordagens “Omicas” que sdo independentes de cultivo como a
metataxondmica, metagendmica, metatranscriptdmica, metabolémica e metaprotedmica.

Assim, o estudo interdisciplinar da comunidade microbiana do solo permite acessar o



49

conhecimento de microbiomas essenciais em sistemas agricolas mais sustentaveis (TOJU et
al., 2018).

3.2.1.1 Estudos do microbioma dos solos brasileiros agricultaveis

O principal objetivo de estudos do microbioma do solo de areas dedicadas a agricultura
se baseia na identificacdo de comunidades microbianas que possam ser utilizadas para
aumentar a produtividade agricola (ANDREOTE et al., 2017). De modo geral, o cerne da
composicao taxonémica dos principais filos encontrados no solo ndo varia muito (JANSSEN,
2006). Entretanto, variacGes intrinsecas na funcdo em resposta ao ambiente se refletem na
abundancia de diferentes grupos bacterianos dentro de cada filo. Assim, organismos
taxonomicamente diferentes podem exercer funcdes diferentes dependendo do ambiente que
eles habitam (DINI-ANDREQOTE et al., 2012).

A mudanca do uso da terra é uma das atividades que mais impacta a composicao e a
estrutura da comunidade microbiana do solo (BERKELMANN et al., 2020) devido a
alteracdo dos atributos do solo principalmente aqueles relacionados com a acidez do solo e
com a disponibilidade de nutrientes (JESUS et al., 2009). Na transformacdo da floresta
amazonica por exemplo, o processo de desmatamento diminui os teores matéria organica do
solo e modifica o pH do solo, bem como a saturacdo por bases. Em resposta, a comunidade
microbiana adapta diferentes funcdes metabdlicas, possivelmente servindo como tampao as
drasticas mudancas na fertilidade do solo (NAVARRETE et al., 2015).

A comparacdo entre areas desmatadas utilizadas para pastagem e producédo de soja com
areas de floresta amaz6nica, evidencia-se que ap6s a intervencdo houve diminuicdo na
abundancia de grupos microbianos associados a ciclagem de carbono e nitrogénio. No
entanto, apos 25 anos de uso agricola dessas areas, a composicao e funcdo do microbioma se
adaptou as condicdes de uso, tornando-se mais estavel (LAMMEL et al., 2015).

Merloti et al. (2019) observaram que solos sob transformacdo de floresta amazo6nica
para producéo de soja e milho apresentaram uma riqueza e diversidade semelhante com o solo
de floresta; porem, diferencas significativas foram observadas na ciclagem do nitrogénio,
sendo que os processos de nitrificagdo e desnitrificagdo tiveram um aumento nos solos
agricultaveis.

A mudanca do uso da terra € indispensavel para garantir a seguranca alimentar.
Entretanto, 0 uso de praticas mais conservacionistas, como o sistema plantio direto, é

primordial para manter a salde do solo, aumentar a fertilidade em concomitancia com a
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estabilidade da composi¢do da comunidade microbiana, refletindo-se em maior estoque de
carbono, maior aproveitamento de fertilizantes, aumento na produtividade e reducdo no
impacto das mudancas climaticas (SCHMIDT et al., 2018). Adicionalmente, a rotacdo de
culturas é indispensavel para manter o controle de microrganismos patogénicos presentes de
forma natural no solo (SOUZA et al., 2013).

Souza et al. (2016) avaliaram a composicdo e funcdo do microbioma do solo em é&reas
do Cerrado dedicadas durante 23 anos a producdo de soja e milho, manejadas pelos sistemas
convencional de preparo e plantio direto. Os autores verificaram que a diversidade funcional
ndo necessariamente se associa com a diversidade taxondmica, ja que em &reas de preparo
convencional foi observada reducao no perfil funcional, apesar da alta variedade de OTUs.

O conhecimento do microbioma de solos utilizados para agricultura no Brasil tem sido
estudado em funcéo das principais culturas para producéo de graos, bioenergia ou pastagens,
tais como cana-de-aglcar (DINI-ANDREQOTE et al., 2010; RAMPELOTTO et al., 2013; DE
SOUZA et al., 2016; DURRER et al., 2017; ESTRADA-BONILLA; DURRER; CARDOSO,
2021), milho (JOHNSTON-MONUJE et al., 2016; SULEIMAN et al., 2016; SILVA et al.,
2017), soja (MENDES et al., 2014; BABUJIA et al., 2016; SOUZA et al., 2016; DOS
SANTOS et al., 2017), trigo (ROSSMANN et al., 2020), feijoeiro (MENDES et al., 2011,
MENDES et al., 2018), café (CALDWELL et al., 2015) e pastagens (SULEIMAN et al.,
2013).

Diante das raz0es expostas, 0 presente capitulo foi desenvolvido assumindo a hipotese
de que (i) a inoculacdo com BPCV e a adubacdo com diferentes doses de nitrogénio impacta
negativamente na estrutura e diversidade da comunidade microbiana do solo ndo rizosferico, e
(if) o comportamento da comunidade bacteriana do solo néo rizosférico é influenciada pela

cobertura vegetal.

3.2.2 Material e Métodos

No presente capitulo foram avaliadas as culturas de aveia preta no inverno de 2017,
como cultura de cobertura, e de milho no verdo de 2017/2018, como cultura de producéo de
gréos (Figura 10). A cultura da aveia preta ndo recebeu adugdo nitrogenada nem inoculagao
com BPCV; ja a cultura do milho foi inoculada com Azospirillum brasilense via semente e
diferentes doses de nitrogénio em cobertura (0 N, baixo N = 80 kg ha™ e alto N = 240 kg ha™)
foram utilizadas conforme a Tabela 1. Todas as coletas foram realizadas na fase de

florescimento de cada cultura.
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3.2.2.1 Coleta de amostras de solo para analise molecular

As amostras de solo ndo rizosférico foram coletadas na camada superficial (0 — 10 cm),
na fase de florescimento das culturas. Seguindo o protocolo proposto por Cares e Huang
(2008), com o auxilio de um trado calador, foram coletadas 12 subamostras para constituir
uma amostra composta por subparcela. As amostras foram transportadas sob refrigeracéo e
armazenadas no Laboratério de Biologia Molecular Microbiana — LABMOM, numa

temperatura de -20 °C.

Figura 10 - Amostragem para andlise da composicdo da comunidade bacteriana do solo nédo rizosférico das
culturas da aveia preta e do milho, as quais se encontram delimitadas no retangulo vermelho. Na
cultura do milho foi realizada a inoculagio com Azospirillum brasilense AbV5/AbV6 (2 x 10° UFC
mL™), utilizando-se a dose de 100 mL para 60000 sementes. Na cultura da soja todas as parcelas
receberam inoculagéo com Bradyrhizobium japonicum SEMIA5079/5080 (5 x 10° UFC mL™) e em
parcelas que receberam A. brasilense AbV5/AbV6 em outras culturas, foi realizada a co-inoculacéo
(B. japonicum + A. brasilense), utilizando-se a dose de 2,0 mL de cada inoculante por kg de

sementes.
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3.2.2.2 Extracédo do DNA total do solo

O DNA total do solo foi extraido utilizando-se o kit PowerSoil DNA isolation da

MOBIO Laboratories, Inc. seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apos extracéo
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o DNA total foi quantificado por espectrofotometria em NanoVue™ Plus, e finalmente
armazenado a -20 °C.

A qualidade do DNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose como descrito
por Sambrook e Russell (2001). O tampédo de corrida foi TAE 1X, utilizando-se uma
concentracdo do gel de 0,8 % (p/v). Os produtos de amplificacdo foram misturados com
corante FSUDS (5x). A corrida foi a 50 V durante duas horas. Apds a eletroforese, o gel foi
corado em solucéo de brometo de etidio 0,5 pg mL™ durante 20 minutos, retirando o excesso
de corante pela submerséo do gel em agua durante 10 minutos.

O DNA foi visualizado em transiluminador (Fusion FX, Vilber lourmat). Foi
considerado DNA de boa qualidade quando apareceram bandas intensas acima da primeira
banda (10000 bp) do marcador molecular 1kb ladder.

3.2.2.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA utilizando a plataforma Illumina

O sequenciamento das amostras de solo foi realizado pelo Nucleo de Fixacéo Bioldgica
na Universidade Federal do Parana. As reacbes de PCR, barcodes, primers e sequenciamento
na plataforma Illumina seguiram a metodologia proposta por Caporaso et al. (2012). De forma
resumida, a regido V4 do gene 16S rRNA foi amplificada por PCR usando os primers 515F e
806R. Cada reacdo de 10 pL continha 20 ng de DNA, 1 uM de cada par de primers, e 5 ul de
KlenTag DV ReadyMix (Sigma-Aldrich). Os ciclos de PCR consistiram em um ciclo de 3
minutos a 94 °C, seguido por 18 ciclos de 94 °C 45 s, 50 °C 30 s e 68 °C 1 min, finalizando
com um ciclo de 10 minutos a 72 °C. Para cada amostra foram realizadas trés repeticdes, 0s
amplicones foram quantificados por gqPCR utilizando-se o kit KAPA NGS (Roche).
Finalmente, quantidades equimolares das triplicatas técnicas foram misturadas para a reacdo
de sequenciamento, a qual foi realizada utilizando a plataforma Illumina MiSeq e o kit MiSeq
500v2 (Illumina).

3.2.2.4 Anélise estatistica

As andlises das sequéncias geradas foram realizadas utilizando o sistema QIIME2 core
2020.2 (BOLYEN et al., 2019). De forma resumida, foram gerados arquivos contendo 0s
barcodes e amplicons para realizar o processo de “demultiplexing” onde cada sequéncia €
atribuida aos seus respectivos barcodes e metadados, posteriormente, foi realizado um

“trimming” nas posi¢des 70 ¢ 240 ¢ o controle de qualidade das sequéncias, incluindo a
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remocdo de duplicatas e quimeras, utilizando-se o algoritmo DADA2 (CALLAHAN et al.,
2016). A analise taxondmica dos amplicons foi realizada utilizando-se o algoritmo do BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990) do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e foi
representada na forma de ‘“bar plots”. Para verificar diferencas na composi¢ao nos
agrupamentos taxonomicos das duas culturas foi realizado o teste T-student ndo pareado
comparando cada nivel taxonémico entre as duas culturas, seguido pelo teste de Duncan
qguando foram encontradas diferencas significativas (p < 0,05), utilizando-se o pacote Laercio
v. 1.0-1 (DA SILVA, 2015) no RStudio v. 4.0.0 (R CORE TEAM, 2017).

Os indices de alfa diversidade referentes a riqueza de Unidades Taxondmicas
Operacionais (Opetational Taxonomic Unit — OTU ou filotipo) foram calculados utilizando a
plataforma QIIME2 (BOLYEN et al., 2019) e foram validados pelo teste de Kruskal-Wallis
(KRUSKAL; WALLIS, 1952). O indice de beta diversidade foi calculado pelo coeficiente de
Jaccard utilizando a plataforma QIIME2 e a visualizagéo foi realizada utilizando a ferramenta
EMPeror v. 2019.7.0 (VAZQUEZ-BAEZA et al., 2013).

3.2.3 Resultados
3.2.3.1 Caracteristicas quimicas do solo

De forma geral, os atributos quimicos do solo ndo tiveram grandes diferencas entre 0s
tratamentos analisados (Tabela 7). O pH variou entre 5,7 e 5,5 indicando adequada corre¢édo
da acidez. Os teores de C e N orgéanico também foram semelhantes entre os tratamentos, nao
obstante, o tratamento sem inoculagdo com alto N apresentou o teor mais alto de C organico
(29,39 g dm™) e o tratamento sem inoculacdo e sem N apresentou o teor mais alto de N
organico (4,86 g kg™). A analise de correlacdo de Kendall realizada para verificar o impacto
das caracteristicas quimicas do solo na abundancia e distribuicdo das OTUs ndo apresentou
significancia (p < 0,05).

Referente as caracteristicas granulométricas, os teores de areia, silte e argila numa

profundidade de 0 — 20 cm, foram de 91 g kg, 349 g kg™ e 560 g kg™, respectivamente.
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Tabela 7 - Atributos quimicos do solo ndo rizosférico superficial (0 — 10 cm), em uma area com 36 anos de
plantio direto e rota¢do de culturas.

Tratamentos
Atributos Sem inoculacgéo Com inoculacdo

ON Baixo N Alto N ON BaixoN  AltoN
pH 5,70a* 5,47b 5,57ab 5,63ab 5,57ab 5,57ab
(2:2.5 5010:0.01 M suspensdo em CaCl,)
Acidez potencial 4,86ab 5,11ab 5,13a* 4,40ab 4,39 4,51ab
pH 7.0 (H + Al), cmol, dm
C orgsénico 25,81b 25,95a 29,39a* 27,64ab  26,78ab  27,18ab
gdm
N or?énico 4,86a* 3,86b 4,67ab 4,28ab 4,46ab 4,63ab
g kg’
P 10,97ab 9,86b 13,35ab  14,53a* 12,29ab  12,72ab
(Mehlich-1), mg dm™
ca® 7,63ab 7,13ab 6,93b 8,10a* 7,86ab 7,83ab
cmol, dm
Mg 2,40ab 2,33ab 2,30b 2,53ab 2,66a* 2,40ab
cmol, dm
K* 0,20b 0,21ab 0,30a* 0,26ab 0,27ab 0,29ab
cmol, dm=
AP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
cmol, dm™
S0,? 3,28ab 3,47a* 3,02ab 3,18ab 2,99b 3,37ab
cmol, dm?

Notas: O asterisco (*) em negrito indica diferenca significativa pelo teste de Duncan (P <0,05). VValores representam a média
de trés repeticoes.

3.2.3.2 Estrutura geral da comunidade microbiana

A estrutura da comunidade bacteriana na aveia preta e no milho teve um
comportamento semelhante referente ao numero total de espécies, evidenciando que o0s
diferentes tratamentos testados ndo afetaram a riqueza. Apesar disso, 0 comportamento
intrinseco da comunidade bacteriana foi heterogéneo nas duas culturas e respondeu a fatores
diferentes.

Os indices de alfa diversidade para a cultura da aveia preta ndo variaram
significativamente entre os tratamentos com e sem inoculacdo de A. brasilense (p-value
0.7962; Figura 11A), nem nas diferentes doses de nitrogénio (p-value 0.5257; Figura 11B).

Devido a aveia preta ser uma cultura de cobertura de inverno, a homogeneidade da
riqueza de OTUs era esperada, pois as parcelas ndo foram tratadas com diferentes doses de N
nem as sementes inoculadas com A. brasilense.

O indice de beta diversidade representou 20% da variancia das OTU’s nos dois
primeiros eixos (Figura 12). E possivel observar que embora as sementes de aveia preta ndo
tenham sido inoculadas com A. brasilense, houve um padrdo diferente na composigéo

microbiana em parcelas com e sem inoculagéo (Figura 12A), sendo separados em dois grupos
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ndo clusterizados. Esse resultado pode ser explicado pelo histérico da area, e 0 agrupamento
pode ser devido ao efeito residual da cultura antecessora a aveia preta, a soja, a qual foi co-
inoculada utilizando B. japonicum e A. brasilense (apenas em parcelas identificadas como
“com inocula¢do”). Contudo, a composicdo da comunidade microbiana ndo teve um
comportamento em resposta ao efeito residual da aplicacdo de N na soja (ON, baixo N = 25 kg
N ha?, e alto N = 75 kg de N ha™); assim, os tratamentos com N n&o evidenciaram um padréo
de agrupamento (Figura 12B). Esses resultados permitem inferir que a inoculacdo com
bactérias promotoras do crescimento vegetal como B. japonicum e A. brasilense podem
influenciar a composi¢do microbiana mais do que a adubacgéo nitrogenada.

Seguindo 0 mesmo comportamento observado na aveia preta, no milho também néo
houve diferenca significativa nos indices de alfa diversidade para os tratamentos com
inoculacdo de A. brasilense (p-value 0.4529; Figura 13A), nem para as trés doses de
nitrogénio aplicadas em cobertura (p-value 0.3086; Figura 13B). A homogeneidade da riqueza
de OTUs refuta a hipdtese de que a inoculagdo via semente com A. brasilense e a adubacéo de
cobertura com diferentes doses N-ureia alterariam a estrutura da comunidade microbiana do
solo ndo rizosférico, evidenciando que o numero total de espécies ndo variou devido aos
tratamentos estudados.

O indice de beta diversidade explicou 15% da variancia das OTUs nos dois primeiros
eixos (Figura 14). N&o foi observado nenhum padrédo de agrupamento nem nas parcelas
inoculadas com A. brasilense (Figura 14A), nem nas parcelas com adi¢do de diferentes doses
de N (Figura 14B), indicando que ndo existe variacdo na composi¢do de espécies nos

diferentes tratamentos, corroborando novamente a refutacdo da hipdtese do trabalho.
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Figura 11 - Variacdo na riqueza de OTUs determinado pelo indice de Shannon na cultura da aveia preta. A)
Parcelas inoculadas com A. brasilense. B) Parcelas com diferentes doses de nitrogénio em cobertura
residual. A aveia preta foi cultivada como planta de cobertura de inverno sem receber inoculacéo e
adubacéo nitrogenada.

A 990 -
9,85 +
9.80 1
9.75 1
9,70 1
9,65 1
9.60 1
9.5 1
9,50 1
9,45 4
940 |
935 |
930 |
925 |
9,20

indice de Shannon

T T 1

Com inoculagio Sem inoculacio
9.0 - Inoculagio com Azospirillum brasilense

9385 |
980 -
9,75 1
9,70 1
9,65 -
9,60 -
935 -
9,50 1
945 |
9,40 |
935 |
930 |
95 |
9,20

indice de Shannon

ON Baixo N AltoN
Doses nitrogénio kg ha'!



57

Figura 12 - Distribuicdo dos tratamentos na cultura da aveia preta em funcdo da similaridade das OTUs calculada
pelo coeficiente de Jaccard. A) Parcelas com inoculacdo de A. brasilense. B) Parcelas com
diferentes doses de nitrogénio em cobertura residual. A aveia preta foi cultivada como planta de
cobertura de inverno sem receber inoculacdo e adubacdo nitrogenada.

A Axis 2 (9174 %)
[
°®
®
® )
°
. [ ]
.o
]
°
o
°
Axis 3 (B-924-%) Axis-1-(11.49 %)
® (Com inoculagio @ Sem inoculacdo
B Axis 2 (9.174 %)
5]
]
e ° o
o
® (=]
o
=)
L
o
o
(]
Axis 3 (8-924-9%) Auis=+{11.49 %)

® ON ® BaixoN © AltoN



58

Figura 13 - Variagdo na riqueza de OTUs determinado pelo indice de Shannon na cultura do milho. A) Parcelas
inoculadas com A. brasilense. B) Parcelas adubadas com diferentes doses de nitrogénio em
cobertura (ON, baixo N = 80 kg N ha™ e alto N = 240 kg de N ha™).
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Figura 14 - Distribuigdo dos tratamentos na cultura do milho em funcéo da similaridade das OTUs calculada pelo
coeficiente de Jaccard. A) Parcelas com inoculacdo de A. brasilense. B) Parcelas com diferentes
doses de nitrogénio em cobertura (ON; baixo N = 80 kg de N ha™ e alto N = 240 kg de N ha™).
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3.2.3.3 Biodiversidade e composi¢ao da comunidade microbiana

A diversidade observada na aveia preta e no milho foi muito semelhante com base nas
curvas de rarefacdo, as quais evidenciaram que o esfor¢o amostral foi suficiente para revelar o
numero total de OTUs na aveia preta (Figura 15A) e no milho (Figura 15B). Adicionalmente,
0 numero total de sequéncias recuperadas para cada repeticdo de um tratamento se manteve na
ordem de 10* em todos os tratamentos analisados.

Como evidenciado pelas analises de alfa diversidade, ndo existe diferenca estatistica na
estrutura da comunidade microbiana em resposta a inoculacdo com A. brasilense e as
diferentes doses de N para as duas culturas analisadas. Esse resultado foi corroborado pela
semelhanca na abundancia relativa dos principais filos e classes encontrados na aveia preta
(Figuras 16 — 17) e no milho (Figuras 18 — 19).

Figura 15 - Curvas de rarefacdo do nimero de OTUs observadas em func¢do do ndmero de sequéncias do gene
16S rRNA de amostras de solo ndo rizosférico de aveia preta (A) e milho (B).
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Os filos do dominio Bacteria mais abundantes na cultura da aveia preta (Figura 16)
foram Proteobacteria (35,92%), Acidobacteria (18,21%), Actinobacteria (9,81%),
Gemmatimonadetes (5,87%), Chloroflexi (5,55%), Planctomycetes (5,41%), Bacteroidetes
(5,05%), Verrucomicrobia (4,59%), WS3 (2,44%), Nitrospirae (2,34%), AD3 (1,04%) e
Firmicutes (0,31%). Referente ao dominio Archaea, os filos mais abundantes (Figura 16)
foram Crenarchaeota (1,34%) e Euryarchaeota (0,33%). Adicionalmente, na figura 17, pode-
se observar a abundancia relativa das principais classes presentes nos primeiros oito filos mais
abundantes (> 0,5%) encontrados na cultura da aveia preta.

Para a cultura do milho, os filos de Bacteria mais abundantes (Figura 18) foram
Proteobacteria  (36,34%),  Acidobacteria  (19,65%), Actinobacteria  (7,76%),
Gemmatimonadetes (6,67%), Chloroflexi (5,21%), Bacteroidetes (4,99%), Planctomycetes
(4,63%), Verrucomicrobia (4,26%), Nitrospirae (2,96%), WS3 (2,34%), AD3 (1,21%) e
Firmicutes (0,59%). Os filos de Archaea mais abundantes (Figura 18) foram Crenarchaeota
(1,49%) e Euryarchaeota (0,20%). Na figura 19 pode ser observada a abundéncia relativa da
composicdo das classes encontradas nos primeiros oito filos mais abundantes (> 0,5 %) na
cultura do milho.

Uma analise pontual pelo teste de t-student de cada filo para ambas as culturas (Tabela
8) evidenciou que existe diferenca significativa entre os valores médios da composi¢do de
Acidobacteria (p-value 0,0273), Actinobacteria (p-value 0,0111), Gemmatimonadetes (p-
value 0,0026), Planctomycetes (p-value 0,0002), Nitrospirae (p-value 0,0004), Firmicutes
(0,0201) e Euryarchaeota (0,0003). Da mesma forma, foram encontradas diferencas
estatisticas no nivel de classe (Tabela 8), as quais corroboraram as diferencas encontradas no

nivel de filo.
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Figura 16 - Abundancia e composicdo dos diferentes filos de Bacteria e Archaea encontrados no solo néo
rizosférico da cultura da aveia preta. Valores representam trés repeticdes biologicas de cada
tratamento.
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Figura 17 - Abundancia relativa no nivel de classe encontrados nos oito filos bacterianos mais abundantes no
solo ndo rizosférico da cultura da aveia preta. Valores representam trés repeti¢des biolégicas de cada
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Figura 18 - Abundancia e composicdo dos diferentes filos de Bacteria e Archaea encontrados no solo néo
rizosférico da cultura milho. Valores representam trés repeticGes bioldgicas de cada tratamento: com
inoculacéo via semente de A. brasilense e trés doses de N-ureia aplicadas em cobertura no estagio
fisiol6gico V4 (ON, baixo N = 80 kg de N ha™e alto N = 240 kg de N ha™).
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Figura 19 - Abundancia relativa no nivel de classe encontrados nos oito filos bacterianos mais abundantes no
solo ndo rizosférico da cultura do milho. Valores representam trés repeticoes bioldgicas de cada
tratamento: com inoculacdo via semente de A. brasilense e trés doses de N-ureia aplicadas em
cobertura no estagio fisiolégico V4 (ON, baixo N = 80 kg de N ha™e alto N = 240 kg de N ha™).
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Tabela 8 - Diferenga na média da abundancia relativa dos principais filos e classes bacterianos encontrados no
solo ndo rizosférico da aveia preta e do milho.

Filo p-value Classe p-value

Proteobacteria 0,4084

Acidobacteria 0.0273* Acidobacteria-6 0,0092*
Chloracidobacteria 0,0060*

Actinobacteria 0,0111* Thermoleophilia 00087
Acidimicrobiia 0,0094*

Gemmatimonadetes 0,0026* Gemm-1 0.0116%
Gemmatimonadetes 0,0094*

Chloroflexi 0,1147

Bacteroidetes 0,7774 Cytophagia 0,0154*

Planctomycetes 0,0002* Planctomycetia 0,0002*

Verrucomicrobia 0,0627 Pedosphaerae 0,0071*

Nitrospirae 0,0004*

WS3 0,5357

Crenarchaeota 0,1808

AD3 0,3889

Firmicutes 0,0201*

Euryarchaeota 0,0003*

Notas: O asterisco (*) em negrito para cada tratamento indica diferenca significativa entre a composicdo
microbiana das duas culturas pelo teste de T-student no nivel de confianca de p < 0,05.

3.2.3.4 Abundancia de bactérias diazotroéficas

Considerando organismos diazotréficos, isto €, aqueles que possuem a capacidade de
fixar nitrogénio, quer sejam eles de vida livre, rizosféricos associativos ou noduladores, foi
realizada uma busca nas sequéncias no nivel de género (Tabela 9), baseando-se em géneros
previamente registrados na literatura e que ocorrem em solos agricultaveis.

Os géneros mais abundantes foram Rhodoplanes (3,0%), Bradyrhizobium (1,30%) e
Bacillus (1,0%). Outros géneros comumente conhecidos como diazotréficos, tais como,
Azospirillum, Beijerinckia, Azotobacter, Rhodospirillum, e registrados em solos agricultaveis,

nédo foram encontrados no presente estudo.
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Tabela 9 - Géneros bacterianos diazotréficos mais abundantes no solo nao rizosférico de aveia preta e milho.

Filo Classe Género Abundancia relativa (%)
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodoplanes 3,00
Bradyrhizobium 1,30
Hyphomicrobium 0,60
Balneimonas 0,40
Mesorhizobium 0,30
Sphingomonas 0,15
Rhizobium <0,30
Gluconacetobacter <0,10
Phyllobacterium <0,001
Methylobacterium <0,001
Betaproteobacteria Burkholderia 0,20
Cupriavidus 0,10
Herbaspirillum <0,10
Deltaproteobacteria Desulfovibrio <0,001
Gammaproteobacteria Pseudomonas 0,30
Firmicutes Bacilli Bacillus 1,00
Paenibacillus 0,05
Clostridia Clostridium <0,001
Actinobacteria Actinobacteria Arthrobacter 0,40
Streptomyces 0,20
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacterium 0,20

3.2.4 Discussao

3.2.4.1 A adubacéo nitrogenada nao afetou a estrutura geral de comunidade microbiana

A adubacdo com fertilizantes nitrogenados inorganicos tem sido associada com a
diminuicdo da abundéncia de comunidades microbianas (GEISSELER; SCOW, 2014; SUN et
al., 2015; WANG et al., 2017; WANG et al., 2019). Resultados opostos foram observados
quando analisado o solo ndo rizosférico da aveia preta sem adi¢do de N (Figura 11B) e do
milho com trés doses de N (Figura 13B), evidenciando que ndo houve um impacto negativo
em resposta a adubacdo nitrogenada e que as duas culturas se comportaram de forma
semelhante.

O efeito da fertilizacdo na estrutura da comunidade microbiana do solo e da sua
abundancia, frequentemente é associado com mudancas nas caracteristicas quimicas e fisicas
do solo, principalmente no pH como resultado da fertilizacdo a longo prazo (ZENG et al.,

2016; WANG et al., 2017). A area onde foi realizado o experimento possui um historico de 36
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anos de plantio direto com rotagdo de culturas e durante os Gltimos oito anos tem sido
realizada adubag&o nitrogenada com doses O N, Baixo N e Alto N, conforme os requerimentos
de cada cultura. E possivel constatar que as diferencas encontradas no pH do solo na area de
estudo foram de pequena magnitude (Tabela 7) e nao influenciaram a riqueza de espécies nas

duas culturas.

3.2.4.2 Efeito da inoculacéo nos indices de beta diversidade

A inoculacédo via semente de A. brasilense no milho ndo alterou nem a estrutura nem a
composicdo microbiana do solo ndo rizosférico (Figura 13A e 14A). A. brasilense ¢ uma
bactéria de vida livre com a capacidade de impactar positivamente o rendimento de diversas
culturas de interesse agricola (BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004). Inoculantes
formulados com Azospirillum spp., além de causar um efeito positivo na promoc¢do do
crescimento das plantas, sdo pouco invasivos pois ndo persistem no ambiente e ndo afetam o
processo de resiliéncia do solo (AMBROSINI; DE SOUZA; PASSAGLIA, 2015), indicando
que um inoculante altamente eficiente ndo é necessariamente invasivo (DA COSTA et al.,
2018). No entanto, € importante destacar que o rapido desaparecimento de um inoculante no
solo ndo indica auséncia do impacto em longo prazo na comunidade nativa do solo
(MAWARDA et al., 2020). Por essa razdo, se fazem necessarios mais estudos moleculares
tanto no solo rizosférico como nao rizosférico de diferentes culturas, em diferentes estagios de
desenvolvimento e em experimentos de longa duracdo com rotacdo de culturas.

O efeito da inoculacdo com Azospirillum na composicdo de diferentes grupos funcionais
€ mais evidente no solo rizosférico como observado por Florio et al. (2017), os quais
relataram que a abundancia de microrganismos heterotréficos desnitrificantes aumentou com
a inoculacdo de Azospirillum lipoferum CRT1.

A auséncia de efeito no solo ndo rizosférico do milho se deve principalmente a
afinidade de Azospirillum pelos exsudatos das plantas (WALKER et al., 2011). Além disso, a
sobrevivéncia de A. brasilense no solo ndo rizosférico é baixa (BASHAN et al., 1995) e, ap6s
a germinacgéo das sementes inoculadas e a emergéncia da sua radicula, A. brasilense se adere a
superficie da raiz permanecendo em quantidades indetectaveis no solo (URREA-VALENCIA
et al., 2020). Finalmente, a busca por género nas OTUs do milho confirmou a auséncia de
Azospirillum nas amostras de solo analisadas (Tabela 9).

A resposta da comunidade microbiana ocorreu unicamente em funcéo da variacdo das

espécies baseada no indice de beta diversidade e, como consequéncia, do efeito residual da
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inoculacdo da soja na cultura sucessora, a aveia preta (Figura 12A). O impacto causado pela
inoculagdo de rizobios tem demostrado afetar mais a comunidade microbiana do que a
inoculacdo com bactérias de vida livre (AMBROSINI; DE SOUZA; PASSAGLIA, 2015).

O efeito da inoculacdo com rizobios na estrutura da comunidade microbiana do solo ndo
rizosférico tem sido evidenciado em algumas culturas de interesse agricola como o feijdo
(ZHANG et al., 2010; TRABELSI et al., 2011; MENDES et al., 2018) e, no mesmo sentido, 0
efeito residual em decorréncia da inoculagdo com rizobios tem sido avaliado em gramineas
como o milho (ENRICO et al., 2020).

Embora o efeito da inoculagdo em sistemas agricolas ainda possua muitas lacunas e seja
variavel dependendo da localizacdo geografica, da planta inoculada e do indculo, é possivel
que a resposta da comunidade nativa a inoculacdo esteja relacionada com a periodicidade em
que esta € realizada (AMBROSINI; DE SOUZA; PASSAGLIA, 2015). A influéncia do efeito
residual da inoculacdo com Bradyrhizobium na soja sobre a comunidade microbiana do solo
ndo rizosférico da cultura sucessora ainda ndo foi reportada na literatura existente e representa
um dado importante para a conservacdo do solo, tendo em vista que corrobora a importancia
da rotacdo e o uso de culturas de cobertura de inverno como a aveia preta. Adicionalmente, o
entendimento do comportamento da comunidade microbiana do solo ndo rizosférico é
fundamental, j& que a partir dele é realizado o recrutamento de bactérias para a rizosfera ativa
(BAKKER et al., 2015; VIEIRA et al., 2020) e, por sua vez, o genotipo da planta representa
uma forca motriz para a sele¢do de grupos especificos da comunidade microbiana do solo néo
rizosférico (BAKKER et al., 2013).

3.2.4.3 Efeito do sistema plantio direto na conservacdo da estrutura da comunidade
microbiana

Diferencas na composicdo microbiana do solo estdo associadas principalmente com a
mudanca do uso da terra (MENDES et al., 2014) e com o tipo de solo (BAKKER et al., 2015).
Esses fatores impactam na riqueza de espécies em solo rizosférico e ndo rizosférico,
principalmente em decorréncia de mudancas no estoque de nutrientes, os quais respondem ao
manejo do solo em sistemas agricolas subtropicais e tendem a ser mais elevados e estaveis em
sistema plantio direto (SA et al., 2013).

O longo histdrico de plantio direto na area de estudo pode ter sido uma razéo para a
pouca variagdo na comunidade microbiana do solo entre as duas culturas, como também a

baixa variacdo dos pardmetros quimicos do solo em resposta aos diferentes tratamentos com
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N e A. brasilense, principalmente nos teores de C e N orgénico (Tabela 7), os quais se
mostram estaveis e homogéneos em sistema plantio direto de longa duragcdo com diversificada
rotacdo de culturas (GONCALVES et al., 2017).

Registros na literatura apontam que praticas de manejo mais conservacionistas refletem
em um aumento geral da composicédo e diversidade microbiana do solo (SCHMIDT et al.,
2018), quer seja pela manutengéo da estrutura do solo, a qual aumenta a umidade, melhora a
aeracdo e o estoque de nutrientes (WANG et al., 2016); pela acumulacéo de carbono organico
na camada superficial, a qual resulta numa maior estabilidade dos agregados do solo
(KAURIN et al., 2015); pela conservagdo de microambientes Gnicos, o que permite maior
diversidade de bactérias habitando-os (SENGUPTA; DICK, 2015); ou pelo depoésito da
palhada apo6s cada cultura, o qual induz a selecdo de bactérias no nivel de género, com a
capacidade para degradar substratos especificos (CHAVEZ-ROMERO et al., 2016).

3.2.4.4 Diferengas na composic¢ao geral da comunidade microbiana

Dentre os filos mais abundantes em bibliotecas genémicas de solos construidas com
base no gene 16S rRNA encontram-se Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Chloroflexi, Planctomycetes, Gemmatimonadetes e
Firmicutes (JANSSEN, 2006). A abundancia relativa dos principais filos muda conforme as
condigdes de cada estudo e isso se deve principalmente ao conceito de organismos
copiotroficos (afinidade por substrato mais labil) e oligotroficos (consumidores de substratos
mais recalcitrantes) (FIERER; BRADFORD; JACKSON, 2007), os quais aproveitam de
forma diferente a disponibilidade de carbono no solo. No presente trabalho por exemplo, 0s
filos mais abundantes, mantendo a mesma ordem nas duas culturas, foram Proteobacteria,
Acidobacteria, Actinobacteria, Gemmatimonadetes, e Chloroflexi, com uma abundancia
relativa superior a 5,5%. Contrariamente, filos com percentagens mais baixas néo
compartilharam a mesma ordem nas duas culturas (Figuras 16 e 18).

Resultados semelhantes foram encontrados em &reas sob sistema plantio direto de longa
duragdo. Schmidt et al. (2018) verificaram que Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria,
Chloroflexi e Planctomycetes foram os filos dominantes em um sistema de rotacdo com
culturas de cobertura (ervilha, fava, rabanete e facélia) e que apenas Firmicutes diminuiu com
a rotacdo de culturas. Wang et al. (2016) compararam trés sistemas de cultivo e, novamente,
Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria foram mais abundantes. Contudo, a maior

abundéancia relativa de Firmicutes apenas foi observada nos tratamentos com escarificacdo e
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plantio  direto, enquanto  Actinobacteria, = Acidobacteria,  Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria e Chloroflexi foram mais ricos no sistema convencional de preparo com
arado. Sengupta e Dick (2015) compararam a composicdo microbiana do solo nédo rizosféerico
em sistema de preparo convencional e em plantio direto, e relataram que, embora
Proteobacteria e Acidobacteria sejam predominantes nos sistemas, foram mais abundantes no
solo sob plantio direto.

A composi¢do microbiana também pode impactar a produtividade das culturas. No
presente experimento ndo houve evidencia de que a composicdo microbiana impactou a
produtividade do milho, pois foi o rendimento de grdos foi semelhante em todos os
tratamentos (Tabela 6), possivelmente devido & homogeneidade da estrutura da comunidade
nos diferentes tratamentos. Dos Santos et al. (2017) avaliaram a composi¢do microbiana de
dois tipos de solo em éareas de alta e baixa produtividade de soja, e evidenciaram que
Acidobacteria foi mais abundante em solo ndo rizosférico de alta produtividade, enquanto
Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Chloroflexi e Firmicutes foram encontrados em maior

percentagem nas amostras de solo da area com baixa produtividade.

3.2.4.5 Diferencas no nivel de classe em resposta aos dois genotipos vegetais

O comportamento das quatro classes mais abundantes encontradas em Proteobacteria no
presente  estudo, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria e
Gammaproteobacteria, ndo variou entre as duas culturas analisadas. Contudo, foram
observadas diferencas na composicdo de Acidobacteria, apenas nas classes Acidobacteria-6
(p-value 0,0092) e Chloracidobacteria (p-value 0,0059) (Tabela 8). O grupo 6 de
Acidobacteria é dominante em solos agricolas evidenciando uma correlagdo positiva com o
pH do solo menos acido (LIU et al., 2016), o que corrobora sua abundéncia dentro de
Acidobacteria no solo de aveia preta (9,37%; Figura 17) e no milho (10,48% Figura 19). Da
mesma forma, Chloracidobacteria tem sido relatado em solos com pH mais proximo da
neutralidade, enquanto Acidobacteria e DA052 sdo exclusivamente dominantes em solos com
pH < 5,0 (WU etal., 2017).

As classes Thermoleophilia (p-value 0,0087) e Acidimicrobiia (p-value 0,0094) de
Actinobacteria também apresentaram diferengas entre as duas culturas (Tabela 8). O filo
Actinobacteria é abundante tanto em solo rizosférico como ndo rizosférico, isto devido
principalmente a sua capacidade de esporular, fato que Ihe confere maior permanéncia em
solos agricolas (SATHYA; VIJAYABHARATHI; GOPALAKRISHNAN, 2017), bem como
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uma maior afinidade por ambientes ricos em nutrientes tipicos de sistemas agricolas com
plantio convencional (RAMIREZ-VILLANUEVA et al., 2015). Adicionalmente, alguns
géneros de Actinobacteria tém a capacidade de fixar nitrogénio, tais como Arthrobacter e
Streptomyces (SELLSTEDT; RICHAU, 2013), os quais foram identificados no solo de aveia
preta e milho (Tabela 9), apresentando uma abundancia relativa de 0,40% e 0,20%,
respectivamente.

As diferencas observadas em Gemmatimonadetes (p-value 0,0026) ocorreram
principalmente nas classes Gemm-1 (p-value 0,0116) e Gemmatimonadetes (p-value 0,0094)
(Tabela 8). A abundancia relativa do filo varia entre 0,2 e 6,5% em solos agricolas
(DEBRUYN et al., 2011). Foi observado que na aveia preta sua abundancia relativa foi de
5,87% e no milho 6,67%. As diferencas na abundancia de espécies de Gemmatimonadetes
podem responder a diferentes tipos de fertilizacdo. Ge et al. (2008) registraram que a
fertilizacdo com estrume orgénico e a adicdo de fosforo e potéssio elevou a abundancia
relativa do filo a 12,7%, enquanto em tratamentos com fertilizacdo nitrogenada a abundancia
se manteve ao redor de 6%. Dos Santos et al. (2017) encontraram que o filo € mais abundante
(7%) em sistemas de baixa produtividade de soja, tanto no solo rizosférico como néo
rizosférico.

Finalmente, Planctomycetes também variou nas duas culturas (p-value 0,0002). Buckley
et al. (2006) registraram que o manejo do solo influencia a diversidade do filo, ao passo que a
variacdes na matéria organica, nos teores de céalcio e no pH influenciam a composicdo da
comunidade de Planctomycetes. Contudo, no presente estudo a variagdo na composicdo do
filo nas duas culturas ndo se correlacionou com os parametros do solo relatados por Buckley
et al. (2006).

3.2.4.6 Bactérias diazotroficas identificadas na area de estudo

Pesquisas sobre o comportamento da comunidade diazotrofica em solos agricolas tem
aumentado na Gltima década com o maior acesso a técnicas moleculares independentes de
cultivo. Apesar disso, 0 conhecimento da comunidade microbiana em areas agricolas com
longo historico de fertilizagdo ainda é limitado (WANG et al.,, 2017a). No entanto,
fertilizantes nitrogenados de origem orgénica e inorganica alteram tanto a abundancia como a
interacdo entre os géneros diazotroficos (FENG et al., 2018; WANG et al. 2017).

Os géneros encontrados no solo de aveia preta e do milho (Tabela 9) ndo variaram em

resposta a adubacdo nitrogenada nem a inoculacdo. Contudo, sua abundéncia relativa variou
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guando comparada com outros estudos com manejo do solo semelhante. A auséncia de
identificacdo de sequencias de A. brasilense pode ser explicada com base nos resultados
obtidos no capitulo 1, onde foi possivel observar que apds o desenvolvimento do sistema
radicular a bactéria se adere de forma irreversivel as raizes da planta. Como a amostragem de
solo para este capitulo foi realizada no florescimento e no solo ndo rizosférico, os resultados
obtidos sdo condizentes com o comportamento de A. brasilense discutido no capitulo 1.

Os géneros diazotroficos encontrados nas duas culturas analisadas (Tabela 9) pertencem
principalmente a Alphaproteobacteria, com uma abundancia relativa de 5,75% representada
em 10 géneros, sendo que Rhodoplanes (3,0%) e Bradyrhizobium (1,3%) foram os mais
abundantes. Estes dois géneros sdo frequentemente encontrados em solos ndo agricultaveis,
com pH mais baixo e com alto teor de matéria organica, demonstrando correlacdo negativa
em solos dedicados a agricultura (ZHALNINA et al., 2013). O pH desempenha papel
fundamental no processo de selecdo e interacdo de bactérias diazotroficas, tanto no solo
rizosférico como ndo rizosférico de sistemas agricolas (FAN et al., 2018).

Pershina et al. (2015), avaliando trés tipos de solo numa regido temperada, oriundos de
plantio orgéanico, convencional e floresta, verificaram que a abundancia de géneros com
capacidade de fixar nitrogénio se comportava de forma diferente dependendo do tipo de solo;
assim, Rhodoplanes e Bradyrhizobium foram mais abundantes no solo de floresta do que nos
solos agricolas. Souza et al. (2013) observaram que géneros de Rhizobiales (Rhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium e Mesorhizobium) foram o0s mais abundantes em
Alphaproteobacteria, em um sistema plantio direto no sul do Brasil. Roesch et al. (2010)
constataram que os géneros diazotréficos mais abundantes no solo ndo rizosférico em sistema
de preparo convencional de milho no Rio Grande do Sul foram Bradyrhizobium (17%),
Nitrospira (14%), Sphingomonas (13%) e Pseudomonas (7%).

Bacillus com uma abundancia relativa de 1,0% foi o género mais abundante dentro de
Firmicutes nas duas culturas. Espécies desse filo se caracterizam por habitar ambientes com
alta disponibilidade de carbono (RODRIGUES et al., 2013), como sdo os solos bem
manejados em sistema plantio direto. Wang et al. (2016) também encontraram alta
abundancia do género em solos sob plantio direto e com tratamento de escarificagdo em
comparagdo com solos sob preparo convencional.

Finalmente, Pseudomonas (Gammaproteobacteria) € abundante em solos agricolas,
sendo altamente influenciado pelo uso e manejo do solo (GARBEVA; VEEN; ELSAS, 2004),
podendo variar entre 16,0 e 13,2% em sistemas de preparo convencional e organico,

respectivamente (PERSHINA et al., 2015). A abundancia relativa desse género no presente
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estudo foi baixa (0,3%). A homogeneidade das caracteristicas quimicas do solo e o longo
historico de plantio direto na area podem explicar a baixa abundancia, pois Pseudomonas

responde rapidamente a mudancas edaficas nas caracteristicas do solo (LI et al., 2012).

3.2.5 Conclustes

O longo histérico de plantio direto na area de estudo pode ter contribuido com a
estabilidade da comunidade microbiana do solo néo rizosférico de aveia preta e do milho, em
resposta principalmente a fertilidade construida a partir da rotacdo de culturas, e refletida na
homogeneidade dos teores de carbono organico e nitrogénio total nos diferentes tratamentos.
Nesse sentido, independentemente da fertilizacdo com diferentes doses de N-ureia, a estrutura
da comunidade microbiana ndo variou, evidenciando que aparentemente se encontra bem
adaptada aos teores de nitrogénio ja presentes no solo.

A inoculagdo com BPCV como Azospirillum brasilense também ndo refletiu numa
mudanga na composi¢do microbiana do solo néo rizosférico do milho, principalmente devido
a sua afinidade pelas raizes das plantas, como discutido no capitulo 1. O contrério foi
observado para a inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum na soja, o qual teve um efeito
residual na aveia preta, como corroborado pelo indice de beta diversidade. De tal modo,
diferengas no numero de espécies entre as duas culturas foram confirmadas quando analisados
os filos no nivel de classe. Contudo, a abundancia de géneros diazotroficos foi semelhante nas
duas culturas, evidenciando ndo variar significativamente entre os tratamentos avaliados. No
entanto, estudos mais especificos de quantificacdo, sequenciamento e expressdo do gene nifH
sd0 necessarios para compreender melhor o comportamento desse grupo bacteriano no
sistema plantio direto.

Os resultados apontam para a hipdtese de que praticas mais conservacionistas na
agricultura contribuem para a estabilidade da comunidade microbiana, o que se reflete na
salde do solo e, consequentemente, na alta produtividade de culturas de interesse agricola,
como o milho. Finalmente, o conhecimento do comportamento da comunidade microbiana em
resposta a diferentes tratamentos de fertilizacdo e inoculagdo pode contribuir para a
identificacdo de grupos chave envolvidos na ciclagem de diferentes nutrientes, permitindo

melhor aproveitamento dos mesmos.
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3.2.6 Perspectivas para Futuras Pesquisas

A estabilidade na composicao bacteriana observada nas duas culturas analisadas permite
inferir que o comportamento poderia ser semelhante nas culturas seguintes (trigo, soja e
centeio). Nesse sentido, sugere-se analisar tais culturas, bem como analisar outros sistemas de
rotacdo e de longa duracdo, em diferentes tipos de solo. Os resultados dessas analises
permitiriam confirmar se a rotagdo de culturas em sistema plantio direto modela o
comportamento da comunidade bacteriana. Também seria possivel identificar grupos chave
fundamentais para o equilibrio e que contribuem com valores de alta produtividade das
culturas, o que representaria um avanco na tecnologia de inoculacdo, na qual o principal

objetivo seria a manutencéo de tais grupos.

3.3 EFEITO DA ADUBACAO NITROGENADA E DA INOCULACAO COM BPCV NA
ABUNDANCIA DE GENES ENVOLVIDOS NO CICLO BIOLOGICO DO
NITROGENIO EM SISTEMA PLANTIO DIRETO

3.3.1 Introducéo

O nitrogénio é um nutriente essencial para todos o0s organismos vivos, sendo requerido
para a biossintese de proteinas e acidos nucleicos. Encontra-se em altas concentracGes na
forma atmosférica, porém apenas algumas bactérias e arqueias conseguem aproveita-lo
através da fixacdo biologica. As formas biodisponiveis do nitrogénio (NH," e NO3) sdo
escassas na maioria dos ambientes, tornando-o um nutriente limitante, cuja producdo é
controlada principalmente por reagdes microbianas que alteram o estado de oxidagdo do
nitrogénio (KUYPERS; MARCHANT; KARTAL, 2018).

A ciclagem do nitrogénio nos solos é fortemente controlada por fatores ambientais. O
parametro mais importante € a disponibilidade de oxigénio, porque determina quais processos
dominam. Nesse sentido, solos com altas concentragdes de oxigénio promovem a nitrificagéo,
enquanto condi¢des andxicas ou de baixo oxigénio promovem a desnitrificacdo, a reducéo
dissimilatdria do nitrato a amonia, a oxidagdo anaerdbica do amonio e a fixagdo de nitrogénio
por bactérias fixadoras de nitrogénio (BRAKER; CONRAD, 2011).

Devido ao nitrogénio ser um fator limitante, a fertilizacdo nitrogenada é uma pratica
comum na agricultura, a qual é fundamental para incrementar a produtividade das culturas.
Contudo, das 115 Tg N aplicadas anualmente na agricultura mundial, aproximadamente entre

50 — 70% s&o liberadas ao ambiente principalmente por perdas por volatilizacdo de amonia
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(NHs), lixiviacdo e escoamento de nitrato (NO3) e por desnitrificacdo, emitindo gases de
efeito estufa como o 6xido nitroso (N,O) (COSKUN et al., 2017). Tais perdas, produto da
excessiva adubacdo nitrogenada, causam sérios problemas ao meio ambiente em nivel global
(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). As praticas de fertilizacdo influenciam a
estrutura e abundancia da comunidade microbiana do solo, seja de forma direta, alterando as
caracteristicas do solo, ou indiretamente, alterando a resposta da planta por meio dos
exsudatos radiculares (GEISSELER; SCOW, 2014; ZENG et al., 2016; WANG et al., 2017).

O uso de BPCV na agricultura como alternativa para diminuir as quantidades de
nitrogénio aplicadas nas lavouras vem se mostrando como uma técnica promissoria. O reflexo
disto verifica-se no drastico aumento de startups trabalhando com produtos biol6gicos
(WALTZ, 2017). No entanto, a introducdo de microrganismos pode alterar a composicao da
estrutura da comunidade do solo, devido a alta competitividade e ao volume dos inoculantes
aplicados (MAWARDA et al., 2020).

H& ainda muitas lacunas referentes ao verdadeiro impacto do uso de inoculantes na
produtividade agricola. Além disso, ndo existe um sistema padronizado para producdo e
comercializacdo de inoculantes em nivel mundial, o que tem gerado duvidas referentes a
compatibilidade ambiental (KAMINSKY et al., 2019). O conhecimento sobre o impacto dos
inoculantes na comunidade do solo é fundamental para evitar invasGes microbianas,
produzidas por patégenos oportunistas, as quais podem vir a ocorrer com uma futura préatica

de inoculacdo generalizada na agricultura (JACK et al., 2020).

3.3.1.1 O ciclo do nitrogénio

O ciclo bioldgico do nitrogénio é um dos mais importantes no ecossistema terrestre.
Inclui quatro grandes processos, a saber: fixacdo de nitrogénio, mineralizacdo, nitrificacéo e
desnitrificacdo. Muitos microrganismos que realizam esses processos nao podem ser
cultivados em laboratério. Como alternativa, genes chave de cada um dos processos tem sido
monitorados através de técnicas moleculares, por exemplo PCR em tempo real — gPCR. A
caracterizacdo de genes funcionais envolvidos em multiplos processos da ciclagem do
nitrogénio permite extrair informacdes do funcionamento dos ecossistemas (TU et al., 2016).
O ciclo pode ser descrito como uma rede de reacbes de oxido-reducdo catalisadas por
plantas, fungos, bactérias e arqueias, sendo que estes organismos modelam o estado de
oxidacdo do nitrogénio desde a reducdo de aminas (amonio, por exemplo) a total oxidac&o do
nitrato (COSKUN et al., 2017).
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Fixacdo do nitrogénio. O N, é incorporado naturalmente a vida na terra via fixacdo
biologica pela acdo de organismos diazotroficos. Estes organismos podem ser bactérias ou
arqueias, de vida livre ou simbidticas (rizobios e Frankia), as quais reduzem o nitrogénio
atmosférico a aménia/amoénio (N, — NH3/NH,;"), e o nitrogénio nessa forma é incorporado
nos aminoacidos e, posteriormente, fica depositado em Vvarios compostos orgéanicos. O
processo é mediado pela metaloenzima nitrogenase. Existem trés tipos de nitrogenase, as
quais tém sequéncia, estrutura e funcdo semelhantes; porém, se diferenciam pelo cofator
metalico; estas sdo: ferro-ferro (FeFe), vanadio-ferro (VFe) e molibdénio-ferro (MoFe)
(EADY, 1996). O nifH, gene que codifica a proteina ferro da nitrogenase, é altamente
conservado e, por tal motivo, esse gene pode ser utilizado em estudos filogenéticos
(TEIXEIRA; YERGEAU, 2012), como também para a quantificacdo de organismos fixadores
de nitrogénio no ambiente (ZEHR et al., 2003).

Nitrificagdo. O NH," pode ser oxidado por microrganismos, produzindo hidroxilamina
(NH,OH), nitrito (NO) e nitrato (NO3’) pelo processo de nitrificacdo. A oxidagdo da amdnia
para hidroxilamina NH;" — NH,OH é catalisada pela enzima amo6nia monooxigenase (AMO),
codificada pelo gene funcional amoA, presente em bactérias e arqueias anaerdbicas
(TREUSCH et al., 2005).

A hidroxilamina € oxidada a éxido nitrico (NH,OH — NO) pela enzima hidroxilamina
oxidoreductase (HAO) codificada pelo gene hao (BRAKER; CONRAD, 2011) e,
posteriormente, 0xido nitrico é convertido a nitrito (NO — NO3); porém ainda se desconhece
a enzima que catalisa essa reacdo (KUYPERS; MARCHANT; KARTAL, 2018). Como esse
processo € endorgénico (isto é, requer aporte de energia), todas as bactérias que carregam o
gene amo apresentam também o gene hao. Contudo, a mesma situagdo ndo acontece em
argueias que carregam o gene amo, sendo que a enzima que catalisa a reacdo (NH,OH — NO)
ainda permanece desconhecida (SIMON; KLOTZ, 2013).

A oxidacdo do nitrito a nitrato (NO,” — NOg3) é a principal via bioquimica para
obtencgdo do nitrato. Essa reacdo € mediada pela enzima nitrito oxidoreductase (NXR), a qual
é codificada pelo gene nxrA (POLY et al., 2008). A atividade dos microrganismos oxidantes
de amonia e de nitrito é fundamental em solos agricolas, uma vez que sdo responsaveis pela
converséo dos fertilizantes nitrogenados a nitrato (KUYPERS; MARCHANT; KARTAL,
2018).

Desnitrificacdo. O NOs pode ser reduzido a NO,", 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso
(N20) e, finalmente, a forma N, novamente. Tal processo € mediado tanto por bactérias como

por arqueias e fungos. A desnitrificagdo ocorre em condi¢Oes anoxicas e € realizada
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principalmente por bactérias heterotroficas, diferente da nitrificacdo que é mediada por
bactérias e arqueias autotroficas (BRAKER; CONRAD, 2011).

Inicialmente, a reducdo de nitrato a nitrito (NO3” — NO,) € catalisada pela enzima
nitrato redutase que é codificada pelos genes funcionais narG e napA. Posteriormente, a
reducdo do nitrito a 6xido nitrico (NO,” — NO) é catalisada por duas enzimas, a nitrito
redutase que contém cobre e é codificada pelo gene nirK, ou a nitrito redutase que contém
citocromo cdl e é codificada pelo gene nirS (PHILIPPOT; HALLIN; SCHLOTER, 2007). A
seguinte etapa consiste na reducdo do oxido nitrico a 6xido nitroso (NO — N,0), a qual ¢
catalisada pela enzima oxido nitrico redutase, codificada pelo gene norB (BRAKER,;
CONRAD, 2011).

Finalmente, a reducdo de dxido nitroso a nitrogénio molecular (N,O — Ny) representa a
ultima etapa da desnitrificacdo, na qual, o gene funcional nosZ codifica a enzima oOxido
nitroso redutase (PHILIPPOT; HALLIN; SCHLOTER, 2007). Tanto bactérias como alguns
fungos e arqueias podem realizar tal processo, porém apenas alguns organismos sao
desnitrificadores “cldssicos” ou completos, isto €, carregam no seu genoma todos os genes
para produzir as enzimas nitrato, nitrito e oxido nitrico redutase.

Os desnitrificantes classicos sdo aerdbios facultativos que podem mudar sua respiragdo
para realizar a desnitrificacdo quando as condi¢cbes do solo se tornam andxicas
(HAGEMANN; HARTER; BEHRENS, 2016). A maioria de microrganismos gque apresentam
0 gene nosZ tipico sdo encontrados no filo Proteobacteria. No entanto, recentemente foi
descoberto um novo clado de redutores de N,O. Esses Gltimos apresentam uma forma atipica
do gene nosZ, séo fisiologicamente mais diversos, podem colonizar uma maior diversidade de
ambientes e se encontram classificados em diferentes filos, como Chloroflexi, Chlorobi e
Aquificae (JONES et al., 2014). Devido a auséncia dos outros genes que interferem no
processo de desnitrificacdo, tais microrganismos apenas conseguem transformar N,O a No.

Além dos processos descritos anteriormente, existem duas reacfes menos entendidas: 1)
A oxidacdo anaerébica do aménio (anammox pelas suas siglas em inglés) na qual ocorre a
sintese de hidrazina (HZS) pela acéo dos genes hzsA e hzsB (KARTAL et al., 2011), presentes
apenas em algumas bactérias anaerdbicas pertencentes ao filo Planctomycetes (JETTEN et al.,
2010). A hidrazina é entdo oxidada a gas dinitrogénio pela enzima hidrazina dehidrogenase
(HDH) (KUYPERS; MARCHANT; KARTAL, 2018); 2) a reducéo dessimilatdria do nitrato a
amonia (DNRA pelas suas siglas em inglés), na qual o NO3™ é usado como um aceptor de
elétrons (BRUNET; GARCIA-GIL, 1996) por bactérias e fungos que o reduzem a NH3 via
NO, em condi¢cdes anaerdbicas ou de baixa disponibilidade de oxigénio (COSKUN et al.,
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2017). Tal processo é mediado pelo gene nfrA. A abundancia do gene nfrA encontra-se
positivamente correlacionada com a umidade e a concentragéo de nitrito e nitrato no ambiente
(ZHAO et al., 2020).

Um esquema simplificado dos principais processos e transformacdes no ciclo do
nitrogénio mediados por microrganismos encontra-se na Figura 20 e inclui os genes utilizados

como marcadores para monitorar tais processos por qPCR.

3.3.1.2 Trabalhos que quantificaram genes do ciclo do nitrogénio pela técnica de qPCR

Nos ultimos anos, houve um aumento no nimero de trabalhos que monitoraram as
comunidades microbianas envolvidas no ciclo do nitrogénio utilizando a técnica de qPCR. Na
Tabela 10 sdo listados alguns destes trabalhos que tém estudado os trés principais processos
do ciclo do nitrogénio: fixacéo, nitrificacdo e desnitrificacdo, com foco principal em trabalhos

realizados em solos agricultaveis.

Figura 20 - Principais processos do ciclo do nitrogénio mediados por microrganismos e principais genes que
participam no ciclo, utilizados como marcadores para monitorar sua abundancia no solo pela técnica

de gPCR.
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—> Fixagéao bioldgica do nitrogénio
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—> Desnitrificagdo

Oxidacdo anaerdbica do amdnio

O presente capitulo teve como objetivo avaliar a abundancia de alguns genes
envolvidos na ciclagem do nitrogénio e sua resposta a adubacéo nitrogenada e a inoculagéo

com BPCV em sistema plantio direto com rotacao de culturas.



80

O trabalho foi desenvolvido a partir das seguintes hipoteses: (i) os inoculantes, as
diferentes doses de nitrogénio e o tipo de cultura alteram a abundéancia de bactérias fixadoras
do nitrogénio e desnitrificantes; e (ii) o sistema de manejo do solo, como o plantio direto,
estabiliza a populacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio e desnitrificantes do solo, o que

pode contribuir para um melhor aproveitamento da adubagéo nitrogenada.

Tabela 10 - Resumo de alguns trabalhos que utilizaram a técnica de qPCR para quantificar genes funcionais do

ciclo do nitrogénio.

Funcdo | Gene | Resumo Referéncia
Detecgdo de nifH na rizosfera do sorgo com dois niveis de adubagédo | (COELHO et al.,
= nitrogenada: A adubacéo nitrogenada e o cultivar foram dois fatores | 2009)
p T importantes que influenciaram a estrutura e quantidade da
‘% = comunidade diazotroéfica na rizosfera do sorgo.
X Atividade de bactérias diazotréficas em sistema de plantio | (ORRetal., 2011)
L convencional e organico: ambos os tipos de manejo apresentaram
efeitos positivos na diversidade e atividade do gene nifH.
Efeito do aménio no tamanho da populacdo de AOB no solo: o | (OKANO et al,
conhecimento da dindmica populacional de AOB pode contribuir | 2004)
com o controle das perdas de N em agroecossistemas e pode
otimizar o uso de fertilizantes nitrogenados.
Arqueias sdo predominantes entre procariotos oxidantes de aménia (LEININGER et
< no solo: AOA foram mais abundantes do que AOB em 12 anélises al., 2006)
g de solo de diferentes ecossistemas incluindo areas agricolas,
o © indicando que provavelmente as AOA sejam 0s organismos
‘% oxidantes de amdnia mais abundantes do planeta.
L Impacto de pesticidas utilizados na agricultura na quantidade e | (FELD et al., 2015)
= diversidade de oxidantes de amdnia no solo: AOA e AOB podem
= ser utilizados como bioindicadores, devido a sua sensibilidade a
pesticidas.
Desenho de oligonucleotideos para o gene funcional nxrA: | (POLY et al,
monitoramento da diversidade de Nitrobacter em trés tipos de solo 2008)
é Resposta da comunidade de nitrificadores & irrigagdo do solo em | (PLACELLA;
c | condi¢bes de laboratério: o numero de copias de nxrA foi | FIRESTONE,
encontrado em valores na ordem de 10° respondendo de forma | 2013)
diferente a irrigacdo em dois tipos de solo.
. Quantificacdo de bactérias desnitrificantes pelo gene nirK: desenho | (HENRY et al.,
2 = de oligonucleotideos iniciadores para o gene funcional. 2004)
g < | Abundancia dos genes nifH, nir e nirkK no solo em Canada: fatores | (LEVY-BOOTH;
:E = como matéria organica, C e N influenciaram o nimero de cépias do | WINDER, 2010)
= genes.
é N Comparacéo da abundéncia de 16S rRNA e genes envolvidos no | (HENRY et al.,
)] § processo de desnitrificacdo: Desenho de oligonucleotideos | 2006)
iniciadores para a quantificacdo do gene.

Quantificacdo de diversos genes do ciclo do N em estudos ecol6gicos

Transformacdo de N por bactérias e arqueias em culturas para producdo de bioenergia.
Genes analisados: 16S rRNA, nifH, amoA, nosZ.

(MAO;
YANNARELL,;
MACKIE, 2011)

Din&mica temporal e especial de microrganismos fixadores de nitrogénio, nitrificantes
e desnitrificantes em um solo de pastagem néo fertilizado. Genes analisados: 16S
rRNA, nifH, amoA, nirS, nirK, nosZ.

(REGAN et al,
2017)

Distribui¢do de comunidades microbianas envolvidas no ciclo do nitrogénio a escala de
paisagem. Genes analisados: amoA, narG, napA, nirS, nirK, nosZ.

(BRU etal., 2011)

Variacdo da comunidade bacteriana desnitrificante. Genes analisados: nirS, nirK, nosZ.

(YANG etal., 2018)
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3.3.2 Material e métodos

3.3.2.1 Coleta de amostras

As coletas de solo do presente experimento comecaram no inverno de 2017 com a
cultura da aveia preta e terminaram em julho de 2019 com a cultura do centeio. Um resumo
da sucessdo de culturas entre 2016 e 2019, uma descri¢cdo da adubacdo nitrogenada de cada
cultura e a inoculagdo com BPCV se encontram representados na Figura 21.

As amostras de solo foram coletadas durante a fase de florescimento de cada cultura.
Com a ajuda de um trado foram coletadas 12 amostras simples numa profundidade de 0 — 10
cm para formar uma amostra composta por parcela, conforme o protocolo de Cares e Huang
(2008). As amostras foram transportadas sob-refrigeracdo e armazenadas no Laboratério de
Biologia Molecular Microbiana — LABMOM, numa temperatura de -20 °C.

Figura 21 - Sucessdo de culturas em um ciclo de rotagdo completo, com inicio em abril de 2017 e fim em julho
de 2019 as quais se encontram delimitadas no retangulo vermelho. Nas culturas de milho e trigo foi
realizada a inoculagéo com Azospirillum brasilense AbV5/AbV6 (2 x 108 UFC mL™), utilizando-se
as doses de 100mL para 60000 sementes e 2,5 ml por kg de sementes de milho e trigo
respectivamente. Na cultura da soja todas as parcelas receberam inoculacdo com Bradyrhizobium
japonicum SEMIA5079/5080 (5 x 10° UFC mL™) e, em parcelas que receberam A. brasilense

AbV5/AbV6 em outras culturas, foi realizada a co-inocula¢do (B. japonicum + A. brasilense),
utilizando-se a dose de 2,0 mL de cada inoculante por kg de sementes.

2016 | 2017 | 2018 | 2019
Més
53835580853 S3858S=s58523853858¢5=588530Y
wnozaSLl=2=3320p0za8P=2=33200za|8P=2=338hHp0=zn
Culturas para produgéo de graos
‘ 0; 80; 240 kg N ha \/ 0; 40; 120 Kg N ha™ “®.0:25: 75 Kg N ha"'
}. emV4-V6 ~/~ no perfilhamento @ emR3
4 Com inoculagao ! Com inoculagao Com coinoculagéo
Milho
Culturas de cobertura de inverno
‘gje 45 kg N ha" \\/, 45kgN ha!
YA Wy
2 nasemeadura 'y na semeadura
z Sem inoculagdo Sem inoculagao
l \

3.3.2.2 Extracédo do DNA total do solo

O DNA total do solo foi extraido utilizando-se o kit PowerSoil DNA isolation da

MOBIO Laboratories, Inc. seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apds extracdo
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o DNA total foi quantificado por espectrofotometria em NanoVue™ Plus, e finalmente
armazenado a -20 °C.

A qualidade do DNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose como descrito
por Sambrook e Russell (2001). O tampédo de corrida foi TAE 1X, utilizando-se uma
concentracdo do gel de 0,8 % (p/v). Os produtos de amplificagdo foram misturados com
corante FSUDS (5x). A corrida foi a 50 V durante duas horas. Apds a eletroforese, o gel foi
corado em solucéo de brometo de etidio 0,5 pg mL™ durante 20 minutos, retirando o excesso
de corante pela submersdo do gel em agua durante 10 minutos.

O DNA foi visualizado em transiluminador (Fusion FX, Vilber lourmat). Foi
considerado DNA de boa qualidade quando apareceram bandas intensas acima da primeira
banda (10000 bp) do marcador molecular 1kb ladder.

3.3.2.3 Geracéao das curvas de calibracéo para nifH, nosZ e 16S rRNA

Baseando-se na anélise dos genomas de A. brasilense disponiveis na plataforma NCBI
(National Center for Biotechnology Information), foi determinado que a espécie possui uma
copia dos genes nifH e nosZ. Baseado no anterior, as curvas de calibracdo para os genes nifH
e nosZ, foram geradas utilizando-se o DNA desta bactéria, como descrito a seguir.

Para obtencdo do DNA das dilui¢es para construgdo da curva foi seguido o protocolo
proposto por Couillerot et al. (2010b) com algumas modificacBes. Resumidamente, 300 g de
solo oriundo do mesmo local onde foi realizado o experimento foram autoclavados durante 40
minutos a 120°C. Posteriormente, em sete tubos de extracdo do kit PowerSoil DNA isolation
da MOBIO Laboratories, Inc, foram colocados 0,25 g de solo autoclavado. Paralelamente, foi
realizada uma diluicdo seriada de 10° até 107 do inoculante comercial Grap Noda® a base de
A. brasilense AbV5/AbV6, e 1000 pL de cada diluicdo foram inoculados nos tubos de
extragdo contendo o solo autoclavado. Foram deixados em repouso durante uma hora a 4 °C
para promover a interacdo entre o solo e as bactérias e, finalmente, o DNA foi extraido
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante do kit. O DNA foi quantificado e
armazenado a -20 °C.

Para 0 gene 16S rRNA, o qual permite quantificar o nimero aproximado de bactérias
nas amostras coletadas, partiu-se da premissa de que A. brasilense AbV5/AbV6 apresenta
uma copia do gene, porém, € possivel encontrar a0 menos duas copias do gene devido a
presenca em  diferentes replicons (CABALLERO-MELLADO; LOPEZ-REYES;
BUSTILLOS-CRISTALES, 1999).
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As curvas foram geradas no termociclador Lyghtcycler® Nano Roche para os genes nifH
e 16S rRNA e no termociclador Aria Mx Agilent Technologies para o gene nosZ. Cada
amostra foi quantificada em duplicata e foram seguidos 0s seguintes parametros:

A- Para as curvas geradas no termociclador Lyghtcycler® Nano Roche, cada
reacdo consistiu de 10 pL de SYBR (FastStart Essential DNA Green Master), 5,5 uL de agua
ultrapura estéril, 1 uL de cada par de oligonucleotideos (10 pmol.uL™), e 2,5 pL de DNA (10
—50 ng. uL™), para um volume de reacéo de 20 pL.

B- Para as curvas geradas no termociclador Aria Mx Agilent Technologies, cada
reacdo consistiu de 12,5 pL de SYBR (Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR® Green), 1 pL de cada
par de oligonucleotideos (10 pmol uL™), 2,5 puL de DNA (10 — 50 ng pL™), e completou-se

com agua ultrapura estéril para um volume de reacdo de 25 pL.

O programa de corrida para as reagdes foi 0 mesmo utilizado para a quantificacdo dos

genes, como descrito no proximo topico.

3.3.2.4 Quantificacao dos genes nifH, nosZ e 16S rRNA em amostras de campo

Os oligonucleotideos utilizados para a quantificacdo dos genes nifH, nosZ e 16S rRNA
encontram-se descritos na Tabela 11.

Para os genes nifH e 16S rRNA, cada reacdo consistiu de 10 pL de SYBR (FastStart
Essential DNA Green Master), 5 uL de agua ultrapura estéril, 1 pL de cada par de
oligonucleotideos (10 pmol uL™), 0,5 pL de BSA (10 mg mI™* BioLabs) e 2,5 pL de DNA (10
— 70 ng pL™Y), para um volume de reagéo de 20 pL.

Para 0 gene nosZ, cada reacdo consistiu de 12,5 uL de SYBR (Brilliant 111 Ultra-Fast
SYBR® Green), 1 pL de cada par de oligonucleotideos (10 pmol uL™), 0,5 uL de BSA (10 mg
ml™ BioLabs) e 2,5 uL de DNA (10 — 70 ng puL™), e completou-se com agua ultrapura estéril
para um volume de reacédo de 25 pL.

O programa utilizado no gPCR foi 0 mesmo para 0s trés genes, apenas com mudanca na
temperatura de anelamento, a saber, um ciclo de 10 minutos a 95° C, seguido de 40 ciclos de
trés etapas: 15 segundos a 95° C, 20 segundos a 55; 57 ou 60° C para nifH, nosZ e 16S rRNA
respectivamente, e uma etapa final de 20 segundos a 72° C. Para a construcdo da curva de
dissociacdo (curva de Melting) foram aceitas as configuracbes automaticas de cada

equipamento.
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Tabela 11 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes de gqPCR para 0 monitoramento dos genes nifH,
nosZ e 16SrRNA, nas culturas de aveia preta, milho, trigo, soja e centeio.

Oligonucleotideo  Gene Sequéncia Amplicon  Referéncia
iniciador (pb)
Pol F " TGC GAY CCS AAR GCBGAC TC 360 (POLY; MONROZIER;
ni
Pol R ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA BALLY, 2001)
(KLOOS et al., 2001)
nosZ F CGY TGT TCM TCG ACA GCC AG
nosZ 450 (RUIZ-RUEDA; HALLIN;
nosZ 1622R CGSACCTTSTTG CCSTYG CG -
BANERAS, 2009)
341F 16S CCT ACG GGA GGC AGC AG 174 BRU; MARTIN-LAURENT;
534 R rRNA ATT ACC GCG GCT GCT GGC A PHILIPPOT, 2008

A determinacdo do numero de cépias foi realizada automaticamente pelo software de
cada equipamento, utilizando-se a curva de calibracdo como parametro. Cada amostra foi
quantificada em triplicata técnica, e s6 foram aceitas repeticdes com uma variacao de Cq de
0,5 ciclos, sem variagdes na temperatura do pico da curva de dissociacao.

Todos os produtos da quantificagdo foram confirmados por eletroforese em gel de
agarose como descrito anteriormente. O tampao de corrida foi TBE 1X, a concentracédo do gel
foi de 2 % (p/v) e os produtos de amplificacdo foram misturados com corante FSUDS (5x). A
corrida foi a 90 V durante uma hora. A identidade dos produtos foi confirmada pela presenca
de banda Gnica no tamanho especifico para cada par de oligonucleotideos (Tabela 11).

Com a finalidade de padronizar a quantidade de DNA utilizada em cada amostra, e 0
nimero de copias presentes em um grama de solo, o nimero de cdpias obtido pela

quantificacdo por gPCR, foi convertido utilizando a seguinte formula:

copias do gene (20x A)
— * [ —
g de solo (2,5 B)

onde:
A = nlmero de copias de cada gene quantificadas por gPCR
B = Concentracdo da amostra (DNA ng pL™) quantificado em
NanoVue™ Plus

Na formula anterior, 0 numero quatro refere-se a quatro partes de 250 mg (peso de cada
amostra de solo utilizada para a extragdo de DNA), para completar um grama de solo; o
nGmero 20 refere-se & quantidade de DNA desejada para cada amostra, neste caso 20 ng uL™%;
finalmente, o nimero 2,5 refere-se aos uL de DNA utilizados para quantificar cada amostra.

Para obter o nimero de copias de nifH e nosZ em relacdo ou numero aproximado de
bactérias totais em cada um dos tratamentos analisados, foram calculados os valores relativos

para cada gene utilizando-se a seguinte férmula:
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numero de cépias nif H ou nosZ

% copias = ( ) x 100

numero de copias 16S rRNA

Finalmente, as analises estatisticas foram realizadas no pacote Agricolae (DE
MEDIBURU, 2019), e Laercio (DA SILVA, 2015) no programa R.

3.3.3 Resultados

Os resultados do presente capitulo correspondem a abundéncia dos genes nifH e nosZ
em relagcdo ao nimero total de bactérias encontradas no solo ndo rizosférico das culturas da
aveia preta, milho, trigo, soja e centeio. Inicialmente, o experimento incluia os genes nirK,
nirS e amoA. Porém, devido a dificuldade para o ajuste das curvas de calibracdo, a

quantificacdo para tais genes ndo foi finalizada até 0 momento da defesa.

3.3.3.1 Ajuste das curvas de calibracéo

As curvas de calibracdo geradas para os trés pares de oligonucleotideos representam
uma regresséo linear entre o Cq e o nimero de copias g™ de solo (Figura 22A; 22B e 22C). As
curvas apresentaram valores de eficiéncia (E), r* e slope (Tabela 12) dentro dos limites
aceitaveis, isto é, E= 85 — 110%, r’= proximo de 1, slope= entre -2,98 e -3,65 (BUSTIN et al.,
2009, D’HAENE; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010, SVEC et al., 2015).

Tabela 12 - Pardmetros para cada par de oligonucleotideos obtidos a partir da curva de calibraco.

Gene E (%) r? slope TM (°C) Lim. deteccdo (cpias g™ solo)
nifH 88 099 -417 90 2x10" — 2x10°
nosZ 95 099 -343 88 2x10" — 2x10°
16S rRNA 102 098 -3,18 85 2x10° - 2x10*

Todas as curvas de Melting (Figura 22D; 22E e 22F) apresentaram apenas um pico e
ndo houve amplificacdo do controle negativo (sem DNA), indicando gque ndo existe formacao
de produtos inespecificos, como por exemplo, dimeros de oligonucleotideos. Os produtos da
amplificacdo foram todos confirmados por eletroforese em gel de agarose corado com
brometo de etideo. Foi corroborado que os produtos amplificados corresponderam aos

fragmentos de interesse.
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Figura 22 - Curvas de calibracéo para os genes nifH (A); nosZ (B) e 16S rRNA (C) a partir da regressao linear do
log de copias gene/g de solo e o ciclo de quantificacdo (Cq). Os pontos representam duplicatas do
DNA produto da diluicdo seriada (2x10® — 2x10%) de A. brasilense AbV/5/AbV6 inoculado em solo
estéril. Curvas de Melting para os genes nifH (D); nosZ (E) e 16S rRNA (F) foram geradas
automaticamente pelo software dos equipamentos.
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3.3.3.2 Abundancia dos genes nifH, nosZ e 16S rRNA

Numero aproximado de bactérias totais

O numero de cépias do gene 16S rRNA se manteve estavel dentro de cada cultura
(Figura 23), indicando que a adubac&o nitrogenada e a inoculagdo com BPCV néo afetaram a
abundancia de bactérias, como foi corroborado pela anélise de variancia (Tabela 13). Essa
analise ndo mostrou diferenca estatistica significativa entre os diferentes tratamentos.
Contudo, foram observadas diferencas no nimero de cépias do gene entre as diferentes
culturas (Figura 23). O centeio foi a cultura que apresentou os valores mais baixos de cdpias
do gene, na ordem de 10%. As culturas da aveia preta, milho, trigo e soja apresentaram valores
na ordem de 10°, sendo encontrado no milho o maior niimero de cépias do gene (Figura 23).

A andlise de componentes principais (Figura 24) incluindo os atributos quimicos do
solo (Tabela 7) e a produtividade das culturas explicou 37,9% da variacdo dos dados. Foi
observado que a produtividade do trigo esteve relacionada como o numero total de bacterias
(1,56 — 1,86 x 10° copias do gene 16S rRNA g™ de solo). O niimero de cdpias de 16S rRNA
na cultura da soja esteve relacionado com o teor de magnésio no solo; ja, no milho, esteve

relacionado com o teor de fésforo no solo.
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Figura 23 - Efeito da adubacao nitrogenada e da inoculagdo com BPCV no nimero de copias do gene 16S rRNA.
As doses de N Baixo/Alto correspondem a 80/240 kg N ha™; 40/120 kg N ha™ e 25/75 kg N ha™ para
milho, trigo e soja respectivamente. Aveia preta e centeio ndo receberam doses extras de N por serem
culturas de cobertura de inverno. Com: inoculagdo com A. brasilense ou co-inoculagdo com A.
brasilense + B. japonicum, Sem: sem inoculacdo. Letras mailsculas diferentes apresentam diferencas
estatisticas entre as culturas e letras minusculas entre os tratamentos dentro de cada cultura (Tukey

p<0,05).
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Tabela 13 - Analise de variancia para o nimero de cépias do gene 16S rRNA no solo ndo rizosférico das
culturas da aveia preta, milho, trigo, soja e centeio. As doses de N Baixo/Alto correspondem a 80/240 kg N ha™;
40/120 kg N ha™ e 25/75 kg N ha™* para milho, trigo e soja respectivamente.

Tratamentos Aveia preta Milho Trigo Soja Centeio
Copias 16S rRNA g™ de solo

Inoculagéo

Com BPCV 2,33E+09 8,17E+09  161E+09  2,18E+09 8,98E+08

Sem BPCV 2,56E+09 8,72E+09  1,69E+09  2,69E+09 8,35E+08

C.V. (%) parcelas 15,27 14,07 12,08 40,97 12,72

Nitrogénio em cobertura

ON 2,37E+09 7,71E+09  156E+09  2,11E+09 8,79E+08

Baixo N 2,58E+09 8,49E+09  1,66E+09  2,58E+09 8,09E+08

Alto N 2,40E+09 9,13E+09 1,73E+09 2,61E+09 9,12E+08

C.V. (%) subparcelas 27,61 30,83 12,48 17,12 16,21

Nivel de significancia

Inoculagdo (1) ns ns ns ns ns

Nitrogénio (N) ns ns ns ns ns

Interacdo | X N ns ns ns ns ns

Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05.
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Figura 24 - Andlise de componentes principais gerado a partir do nimero de copias do gene 16S rRNA, dos
atributos quimicos do solo e da produtividade do milho, trigo e soja. S: enxofre; K:potassio; P:
fosforo; H+AI: acidez potencial; Nareia/ Careia: nitrogénio e carbono disponivel, respectivamente;
Mg: magnésio; Ca: cdlcio; prodmilho/ prodtrigo/ prodsoja: produtividade milho, trigo e soja,
respectivamente; Blackoat16S/ Maizel6S/ Wheat16S/ Soybeanl16S/ Rye 16S: nimero de cdpias do
gene 16S rRNA no solo nédo rizosférico das culturas da aveia preta, milho, trigo, soja e centeio,
respectivamente.
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Numero de copias do gene nifH

A abundancia do gene nifH, gene chave no processo de fixacdo de N, variou entre as
cinco culturas (Figura 25). A soja apresentou 0 maior nimero de cdpias com valores na ordem
de 10° em todos os tratamentos. A aveia preta, a soja e o centeio foram as culturas mais
estaveis, com valores na ordem de 10" — 10® cépias nifH g™ de solo. As culturas do milho e
do trigo tiveram o comportamento mais variavel entre os tratamentos, respondendo de forma
diferente a inoculacédo e a adubacéo nitrogenada.

O numero de copias do gene nifH contabilizado na aveia preta provavelmente reflete o
efeito residual da cultura antecessora, a soja, ja que a aveia preta ndo recebeu adubacdo
nitrogenada em cobertura e nem inoculagdo com BPCV. Embora a andlise de variancia
(Tabela 14) ndo tenha apontado diferencas significativas entre o0s tratamentos, o
desdobramento das interacBes (Tabela 15) evidenciou que nas doses O N e alto N, o nimero
de copias foi maior com a inocula¢do do que sem, efeito que pode ser melhor observado na
transformacéo dos dados em valores relativos do gene, em comparagdo como numero total de
copias de 16S rRNA (Figura 26A).
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Figura 25 - Efeito da adubacéo nitrogenada e da inoculagdo com BPCV no nimero de c6pias do gene nifH. As
doses de Baixo/Alto N correspondem a 80/240 kg N ha™; 40/120 kg N ha™ e 25/75 kg N ha™ para
milho, trigo e soja respectivamente. Aveia preta e centeio ndo receberam doses extras de N por
serem culturas de cobertura de inverno. Com: inoculagdo com A. brasilense nas culturas de milho e
trigo ou co-inoculagdo com A. brasilense + B. japonicum na cultura da soja. Sem: sem inoculagéo.
Letras maidsculas diferentes apresentam diferencas estatisticas entre as culturas e letras mindsculas,
entre os tratamentos dentro de cada cultura (Tukey p<0,05).
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Figura 26 - Valores relativos do gene nifH em comparagdo ao nimero total de copias do gene 16S rRNA. A)
Aveia preta, B) Milho, C) Trigo, D) Soja e E) Centeio.
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Tabela 14 - Analise de variancia para o nimero de copias do gene nifH no solo nao rizosférico das culturas da
aveia preta, milho, trigo, soja e centeio. As doses de Baixo/Alto N correspondem a 80/240 kg N ha*;
40/120 kg N ha™ e 25/75 kg N ha™* para milho, trigo e soja respectivamente.

Tratamentos Aveia preta Milho Trigo Soja Centeio

Cépias nifH g™ de solo

Inoculacéo

Com BPCV 4,34E+07 8,89E+06 7,53E+07 4,60E+08 9,17E+07
Sem BPCV 3,61E+07 4,70E+07 5,23E+07 3,51E+08 7,94E+07
C.V. (%) parcelas 14,92 29,09 63,49 24,14 24,26
Nitrogénio em cobertura

ON 4,24E+07 5,86E+07  4,11E+07  3,93E+08 9,31E+07
BaixoN 3,83E+07 1,07E+07  6,11E+07  3,87E+08 8,04E+07
Alto N 3,85E+07 1,45E+07  8,92E+07  4,36E+08 8,30E+07
C.V. (%) subparcelas 9,41 33,54 64,87 13,42 16,06

Nivel de significancia

Inoculagdo (1) ns ** ns ns ns
Nitrogénio (N) ns ** ns ns ns
Interacdo | x N ns wx ns ns ns

Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05.

Tabela 15 - Desdobramento da interacdo dos tratamentos para a cultura da aveia preta, considerando o efeito
residual da inoculagdo com BPCV e da adubagdo nitrogenada realizadas na cultura antecessora.

Tratamentos Nitrogénio em cobertura®
kg N ha
Inoculagéo 0 Baixo Alto
Com BPCV 4,81E+07a 3,98E+07a 4,23E+07a
Sem BPCV 3,67E+07b 3,67E+07a 3,47E+07b
Efeito ** ns *
Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey.

* N#o foram adicionadas doses de nitrogénio na aveia preta, as doses aplicadas na cultura antecessora, a
soja, foram 25 e 75 kg N ha™. Todas as parcelas receberam inoculagdo com B. japonicum; as parcelas
nomeadas Com BPCV foram coinoculadas B. japonicum + A. brasilense.

O milho foi a cultura que apresentou as quantificacdes mais heterogéneas entre 0s
tratamentos, com uma variacdo entre 10° e 10® cépias de nifH g™ solo (Figura 25) e com
valores relativos baixos, entre 0,13% e 1,30% em comparacdo ao valor aproximado de
bactérias totais (Figura 26B). O numero de copias mais alto foi observado nas parcelas que
ndo receberam nitrogénio e nem inoculacdo com A. brasilense. Esse resultado indica que no
milho, cultura que recebe as doses mais altas de N, a comunidade de bactérias diazotréficas é
negativamente influenciada tanto pela adubacdo nitrogenada como pela inoculagdo com A.
brasilense (p<0,01) (Tabela 14 e Tabela 16).
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Tabela 16 - Desdobramento da interacdo dos tratamentos para a cultura do milho, considerando a inoculacéo
com A. brasilense e trés doses de nitrogénio.

Tratamentos Nitrogénio em cobertura
kg N ha™
Inoculacéo 0 80 240
Com A. brasilense 8,40E+06b 1,23E+07a 6,00E+06a
Sem A. brasilense 1,09E+08a 9,13E+06a 2,30E+07a
Efeito ** ns ns
Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey.

Para a cultura trigo foi observada uma variagdo entre 10’ e 108 cépias nifH g™ de solo
(Figura 25), apresentando valores relativos altos do gene, entre 2,3% e 7,87% em comparacao
com o numero total copias do gene 16S rRNA (Figura 26C), sendo que os valores mais altos
foram observados nas parcelas que receberam a maior dose de nitrogénio (120 kg N ha™) e
inoculacdo com A. brasilense. Ndo houve diferenca significativa entre os diferentes
tratamentos (Tabela 14), porém, no desdobramento das interacdes (Tabela 17), o tratamento
com A. brasilense na dose alta se destacou em relacdo ao tratamento sem inoculacdo na
mesma dose de nitrogénio (p<0,05). Os resultados indicam que a adubagéo nitrogenada nao

afetou negativamente o nimero de cépias de nifH.

Tabela 17 - Desdobramento da interacdo dos tratamentos para a cultura do trigo, considerando a inoculagdo com
A. brasilense e trés doses de nitrogénio.

Tratamentos Nitrogénio em cobertura
kg N ha™
Inoculagéo 0 40 120
Com A. brasilense 3,85E+07a 5,01E+07a 1,37E+08a
Sem A. brasilense 4,37E+07a 7,21E+07a 4,10E+07b
Efeito ns ns *
Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey.

O ntmero de cépias de nifH encontrado na cultura da soja se manteve na ordem de 10°
copias g™ de solo em todos os tratamentos (Figura 25), apresentando os valores relativos mais
altos das cinco culturas analisadas (Figura 26D), com variagéo entre 15,24% e 23,29% em
comparagdo com o valor aproximado de bactérias totais. Lembrando que todas as parcelas
receberam inoculacdo com B. japonicum. Os resultados evidenciam que a inoculagdo com B.
japonicum tem um aporte muito significativo na comunidade de bactérias diazotréficas do
solo, ja que o valor mais baixo (15,24%) supera todos os valores relativos encontrados nas
outras quatro culturas. Embora ndo tenha havido diferenca estatistica significativa entre os

tratamentos (Tabela 14), o desdobramento das interacfes entre os tratamentos evidenciou que
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na dose alta de nitrogénio (75 kg N ha™) com co-inoculacdo, o niimero de copias de nifH foi
mais alto (p<0,05) (Tabela 18). Essa resposta indica que a adubagdo nitrogenada néo impacta
negativamente a populacdo de bactérias diazotroficas no solo da soja, e que a co-inoculacao

contribui com o0 aumento no numero de cépias do gene.

Tabela 18 - Desdobramento da interacéo dos tratamentos para a cultura da soja, considerando a coinoculagéo
com A. brasilense + B. japonicum nas parcelas identificadas com BPCV e trés doses de nitrogénio.

Tratamentos Nitrogénio em cobertura
kg N ha™
Inoculagéo 0 25 75
Com BPCV 4,32E+08a 4,30E+08a 5,19E+08a
Sem BPCV 3,54E+08a 3,44E+08a 3,54E+08b
Efeito ns ns **
Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey.

Na cultura do centeio foram observados valores na ordem de 10" — 10° cépias de nifH g
! de solo (Figura 25). Em comparacdo com o nimero total de copias de 16S rRNA, os valores
relativos de nifH foram altos, variando entre 8% e 10% (Figura 26E), representando, depois
da soja, a maior populacdo de bactérias diazotroficas na rotacdo de culturas estudada. Devido
ao centeio ser uma cultura de cobertura de inverno, ndo recebeu adubagdo nitrogenada nem
inoculacdo, o que indica que os resultados obtidos sdo produto do efeito residual da cultura
antecessora, a soja. Nenhum dos tratamentos apresentou diferenca estatistica (Tabela 14)
mesmo quando foi realizado o desdobramento da interagdo dos tratamentos.

A analise de componentes principais incluindo os atributos quimicos do solo e o nimero
de cépias do gene nifH (Figura 27) para as cinco culturas estudadas, explicou 39,19% da
variacdo dos dados. Foi observado que o carbono labil (C-areia) esteve relacionado com o
namero de copias do gene no milho. Para a cultura do trigo, a abundancia do gene esteve
relacionada com a produtividade de gréos e, para a cultura do centeio, o0 nimero de copias foi

influenciado pelo teor de magnésio presente no solo.

Numero de cépias do gene nosZ

A quantificacdo do gene nosZ (Figura 28), gene chave na etapa final da desnitrificacdo,
variou entre 10° e 10" cépias g™ de solo. A cultura com valores mais heterogéneos foi a soja.
Os valores observados nas outras quatro culturas tiveram um comportamento mais
homogéneo em todos os tratamentos (Figura 28). O centeio foi a cultura que apresentou o

nimero de cépias mais elevado, na ordem de 10’ cépias g™ de solo, e a aveia preta, o milho e
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o trigo tiveram os valores mais baixos, ndo ultrapassando 10° cépias g™* de solo. Os valores
relativos do gene nosZ em comparagdo com o numero aproximado de bactérias totais foi
muito baixo (Figura 29), abaixo de 1% para aveia preta, milho trigo e soja, contrario ao

observado no centeio, onde os valores variaram entre 3,23 % e 4,49%.

Figura 27 - Analise de componentes principais gerado a partir do nimero de copias do gene nifH, dos atributos
quimicos do solo e da produtividade do milho, trigo e soja. S: enxofre; K: potassio; P: fésforo;
H+Al: acidez potencial; Nareia e Careia: nitrogénio e carbono disponivel, respectivamente; Mg:
magnésio; Ca: calcio; prodmilho/ prodtrigo/ prodsoja: produtividade milho, trigo e soja,
respectivamente; BlackoatniH/ MaizeniH/ WheatnifH/ SoybeannifH/ RyenifH: nimero de cdpias do
gene nifH no solo ndo rizosférico das culturas da aveia preta, milho, trigo, soja e centeio,
respectivamente.
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Para as culturas da aveia preta, milho e trigo ndo houve diferenca estatistica entre 0s
diferentes tratamentos (Tabelal9). Na soja, a co-inoculacdo (p<0,05) e a adubacdo
nitrogenada (p<0,01) impactaram o numero de copias do gene nosZ. O desdobramento da
interacdo entre os tratamentos (Tabela 20) evidenciou que tanto a adubagao nitrogenada como
a co-inoculacdo contribuiram para 0 aumento no nimero de copias do gene (p<0,01).

Embora o nimero de coépias do gene tenha sido homogéneo entre os diferentes
tratamentos na cultura do centeio (Tabela 19) e ndo exista um aparente efeito residual da
cultua da soja, o desdobramento dos tratamentos (Tabela 21) evidenciou que nas parcelas sem
adicdo de N e com co-inoculacdo na soja, 0 numero de copias foi mais alto (p<0,01) (Tabela
21).
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Figura 28 - Efeito da adubagdo nitrogenada e da inoculagdo com BPCV no nimero de cépias do gene nosZ. As

doses de N Baixo/Alto correspondem a 80/240 kg N ha™; 40/120 kg N ha™ e 25/75 kg N ha™ para
milho, trigo e soja respectivamente. Aveia preta e centeio ndo receberam doses extras de N por

serem culturas de cobertura de inverno. Com: inoculagdo com A. brasilense nas culturas de milho e
trigo ou co-inoculagdo com A. brasilense + B. japonicum na cultura da soja. Sem: sem inoculagéo.

entre os tratamentos dentro de cada cultura (Tukey p<0,05).

Letras maiusculas diferentes apresentam diferencas estatisticas entre as culturas e letras mindsculas
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A andlise de componentes principais incluindo os atributos quimicos do solo (Tabela 7)

e 0 nimero de copias do gene nosZ explicou 37,7% da variacao dos resultados (Figura 30). Os
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teores de magnésio e calcio junto com o nitrogénio labil (N-areia) exibiram relacdo positiva
com o0 numero de copias do gene nas culturas do centeio e do trigo. O numero de cdpias de

nosZ na cultura do milho apresentou uma relagcdo negativa com o pH e o fosforo.

Tabela 19 - Andlise de variancia para o nimero de copias do gene nosZ no solo nao rizosférico das culturas da
aveia preta, milho, trigo, soja e centeio. As doses de N Baixo/Alto correspondem a 80/240 kg ha™;
40/120 kg ha™ e 25/75 kg ha™ para milho, trigo e soja respectivamente.

Tratamentos Aveia preta Milho Trigo Soja Centeio

Copias nosZ g™ de solo

Inoculacéo

Com BPCV 4,03E+05 1,23E+06  4,13E+05  9,14E+06 3,70E+07

Sem BPCV 4,88E+05 1,49E+06  4,07E+05  6,06E+05 2,90E+07

C.V. (%) parcelas 15,16 46,99 69,49 60,58 33,13

Nitrogénio em cobertura

ON 4,60E+05 1,26E+06  3,33E+05  3,97E+05 3,50E+07

BaixoN 4,25E+05 1,35E+06  4,45E+05  6,70E+06 3,12E+07

Alto N 4,51E+05 1,47E+06  4,53E+05  7,52E+06 3,28E+07

C.V. (%) subparcelas 30,24 40,65 50,71 31,13 20,14
Nivel de significancia

Inoculagdo (1) ns ns ns * ns

Nitrogénio (N) ns ns ns ** ns

Interacdo | x N ns ns ns ** ns

Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05.

Tabela 20 - Desdobramento da interacdo dos tratamentos para a cultura da soja, considerando a coinoculacéo
com A. brasilense + B. japonicum nas parcelas identificadas com BPCV e trés doses de nitrogénio.

Tratamentos Nitrogénio em cobertura
kg N ha™
Inoculagéo 0 25 75
Com BPCV 1,11E+05a 1,31E+07a 1,42E+07a
Sem BPCV 6,84E+05a 2,81E+05b 8,53E+05b
Efeito ns *x **
Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey.

Tabela 21 - Desdobramento da interagdo dos tratamentos para a cultura do centeio, considerando o efeito
residual da soja referente & coinoculagdo com A. brasilense + B. japonicum nas parcelas
identificadas com BPCV e trés doses de nitrogénio.

Tratamentos Nitrogénio em cobertura

kg N ha
Inoculagéo 0 25 75
Com BPCV 4,42E+07a 3,31E+07a 3,36E+07a
Sem BPCV 2,57E+07b 2,93E+07a 3,19E+07a
Efeito ** ns ns

Notas: ns: ndo significativo; ** p<0,01; * p<0,05. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey.
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Figura 30 - Analise de componentes principais gerado a partir do ndmero de cdpias do gene nosZ, dos atributos
quimicos do solo e da produtividade do milho, trigo e soja.S: enxofre; K:potassio; P: fosforo; H+AI:
acidez potencial; Nareia/ Careia: nitrogénio e carbono disponivel, respectivamente; Mg: magnésio;
Ca: célcio; prodmilho/ prodtrigo/ prodsoja: produtividade milho, trigo e soja, respectivamente;
BlackoatnosZ/ MaizenosZ/ WheatnosZ/ SoybeanosZ/ RyenosZ: nimero de cdpias do gene nifH no
solo ndo rizosférico das culturas da aveia preta, milho, trigo, soja e centeio, respectivamente.
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As produtividades de grdos de milho e soja ndo apresentaram diferencas significativas

entre as diferentes doses nitrogénio e a inoculagdo com A. brasilense dentro de cada cultura

(Tabela 22). A produtividade de grdos de trigo foi mais alta quando inoculado com A.

brasilense e com adic&o da dose baixa de nitrogénio (40 kg ha™).

Tabela 22 - Produtividade do milho, trigo e soja em resposta a inoculagdo com BPCV e a adubagdo nitrogenada.
As doses de N Baixo/Alto correspondem a 80/240 kg ha™; 40/120 kg ha™ e 25/75 kg ha™ para milho,

trigo e soja respectivamente.

Tratamentos Milho Trigo Soja
Inoculagdo com BPCV Dose N Produtividade (kg ha®)
Com BPCV 0 10.001,30a 3.118,66¢ 3.394,30a
Baixo 13.865,81a 4.259,03a 3.285,20a
Alto 13.755,89a 3.700,26b 3.221,86a
Sem BPCV 0 10.755,13a 2.789,18c 3.581,39%
Baixo 12.734,31a 3.730,09b 2.970,03a
Alto 11.977,26a 3.655,71b 3.779,93a

Notas: Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05)
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3.3.4 Discussao

Tradicionalmente € assumido que a adubagdo nitrogenada impacta negativamente a
comunidade de microrganismos no solo, principalmente as bactérias, reduzindo o ndmero
total de cdpias do gene 16S rRNA (WANG et al., 2019). No entanto, a abundancia de 16S
rRNA nas cinco culturas analisadas ndo foi afetada pelas diferentes doses de N-ureia
aplicadas em cobertura, exibindo um comportamento completamente oposto. No milho,
cultura que recebeu as maiores doses de nitrogénio, também foi obtido o maior nimero de
copias de 16S rRNA, e no centeio que nao recebeu adubacgéo nitrogenada, foi obtido o menor
numero (Figura 23). Apesar dessas diferencas em termos de abundancia, a diversidade e a

composi¢do da comunidade bacteriana ndo foram afetadas, como mostrado no capitulo 2.

3.3.4.1 A adubacao nitrogenada e a inoculagdo com BPCV impacta de forma diferente a
abundéncia de nifH e nosZ

De modo geral, os valores de nifH encontrados no presente experimento foram altos
(Figura 25) quando comparados com registros prévios encontrados na literatura. Mao et al.
(2011) e Bouffaud et al. (2016) reportaram valores na ordem de 10’ cépias g™* de solo para a
cultura do milho. J4, para a cultura do trigo, Reardon et al. (2014) registraram valores entre
10° e 10’ copias g™ de solo e Bouffaud et al. (2016) registraram valores na ordem de 10’
copias g™ de solo.

Contrariamente ao observado para o nifH, o nimero de copias de nosZ foi baixo no
presente estudo (Figura 28) em comparagdo com os resultados de outras pesquisas. Mao et al.
(2011) registraram valores na ordem de 10° copias g™ de solo na cultura do milho. Waghmode
et al. (2018) encontraram valores na ordem de 10° cdpias g™ de solo em um experimento de
aquecimento em um sistema agricola, em profundidades de 5-20 cm. Yang et al. (2018)
encontraram valores na ordem de 10° cépias g™ de solo em um sistema com irrigagéo.

A resposta da comunidade microbiana a adubacdo nitrogenada em sistemas de rotacdo
de longa duracgdo, como a area onde este estudo foi realizado, depende do tipo de adubacéo
(fertilizantes organicos ou minerais) e de fatores ambientais (HAI et al., 2009; GEISSELER,;
SCOW, 2014; SUN et al., 2015). O uso de fertilizantes nitrogenados impacta de forma
diferente a abundancia de genes envolvidos na ciclagem do nitrogénio. O nifH, por exemplo,

ndo varia com a adi¢do de nitrogénio, enquanto o0 nosZ pode aumentar até 75% (OUYANG et
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al., 2018) devido aos fertilizantes nitrogenados promoverem a atividade da comunidade de
desnitrificadores em solos agricolas (PHILIPPOT; HALLIN; SCHLOTER, 2007).

Os resultados do presente estudo evidenciaram que o numero de cépias de nifH foi sim
negativamente afetado pela adicéo de nitrogénio no milho (Tabela 16), enquanto no trigo teve
um efeito positivo (Tabela 17). A resposta nas duas culturas pode ter sido influenciada pela
exsudagdo radicular em cada cultura. Embora néo tenha sido avaliado o solo rizosférico, é
sabido que o0s exsudatos radiculares sdo o principal mecanismo que direciona 0
comportamento dos microrganismos rizosféricos que participam no ciclo do nitrogénio, mais
do que outras caracteristicas fisico-quimicas (SCHMIDT et al., 2019). A relacdo entre a
abundancia de nifH no milho com o carbono de maior labilidade (C-areia) (Figura 27) sugere
que a populacdo de bactérias diazotréficas no milho é influenciada por diferentes fontes de
carbono, dentre elas, possivelmente os exsudatos radiculares.

A adubacdo nitrogenada também ndo gerou um aumento no nimero de copias de nosZ
nas culturas de aveia preta, milho e trigo (Tabela 19). Embora na soja tenha causado um
aumento (Tabela 20), sugere-se que a inoculacdo com BPCV foi o fator que mais influenciou
no aumento da abundancia do gene. Tal efeito pode ser melhor observado na cultura do
centeio, em que os valores relativos de nosZ foram os mais altos (Figura 29E), produto do
efeito residual da inoculagéo e co-inoculagdo na soja. Tanto B. japonicum como A. brasilense
carregam 0 gene nosZ no genoma; assim, os residuos organicos em decomposicao presentes
no solo no momento em que foi realizada a coleta do centeio, contribuiram com o nimero de
copias de nosZ. Essa mesma afirmacdo se aplica para a abundancia de nifH no centeio, com
valores relativos altos (Figura 26E), j& que tanto A. brasilense como B. japonicum tém a
capacidade de fixar nitrogénio, ou seja, carregam o gene nifH no genoma.

Os resultados da abundancia de nifH e nosZ na rotacao das cinco culturas analisadas sdo
insuficientes para inferir sobre o comportamento dos diferentes grupos envolvidos na
ciclagem do nitrogénio na area de estudo. Apesar disso, s80 um primeiro avango para sugerir
que existe um alto potencial para a fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) e que as taxas de
desnitrificacdo poderiam ser baixas. Esse comportamento uniforme da abundancia dos genes
nifH e nosZ, e da composi¢do bacteriana (discutida no capitulo 2), sugere que a comunidade
bacteriana do solo responde a homogeneidade dos atributos quimicos e da fertilidade do solo,
construida ao longo dos 36 anos de histérico de plantio direto na area.
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3.3.4.2 O plantio direto contribui com a abundancia de nifH e nosZ

Praticas mais conservacionistas como o plantio direto tém sido adotadas no Brasil
durante os ultimos 40 anos. Embora seja uma pratica cada vez mais comum, ainda se conhece
pouco sobre o seu impacto nas comunidades microbianas do solo. A rotacdo de culturas e o
uso de culturas de cobertura, além dos beneficios para o solo, direciona a abundancia de
determinadas populagdes bacterianas no solo, uma vez que as raizes das plantas representam
hotspots ricos em diferentes fontes de carbono que contribuem para a selecdo de bactérias
rizosféricas a partir da comunidade néo rizosférica (FAN et al., 2017).

A rotacdo de culturas em comparacdo com o0s sistemas de monocultura tem um efeito
positivo na abundéncia de diferentes genes envolvidos no ciclo do nitrogénio (OUYANG et
al., 2018), uma vez que os sistemas de rotacdo, principalmente os que incluem culturas de
cobertura, contribuem para o aumento do estoque de carbono organico, do nitrogénio total e
da biomassa microbiana (MCDANIEL; TIEMANN; GRANDY, 2014)

Os resultados da abundéncia de nifH na aveia preta e no centeio sdo chave para
evidenciar a importancia do uso de culturas de cobertura em sistemas de rotacdo e a sua
contribuicdo com a fixacdo biologica do nitrogénio (FBN). Estudos em gramineas para
producdo de grdos como milho, arroz e trigo evidenciaram que a FBN contribuiu com 13, 22 e
13 kg N ha™* respectivamente (LADHA et al., 2016). Embora no presente trabalho néo tenha
sido avaliada a expressdo do gene nifH, os valores absolutos do gene indicam que existe um
alto potencial para a FBN.

O entendimento dos diferentes fatores que influenciam o comportamento da
comunidade microbiana em sistemas de rotacdo de culturas sdo fundamentais para aumentar a
produtividade fazendo uso de praticas mais conservacionistas (HARTMAN et al., 2018). Os
resultados preliminares do presente estudo evidenciaram que a produtividade do trigo esteve
relacionada com o ndmero de 16S rRNA e de nifH (Figuras 24 e 27, respectivamente). De
modo geral, a produtividade do milho, do trigo e da soja (Tabela 22) foi alta quando
comparada com a produtividade média dessas culturas no Brasil, 5564 kg ha™, 2644 kg ha™ e
3522 kg ha* para milho, trigo e soja, respectivamente (CONAB, 2020).

3.3.4.3 Os cations Ca*™e Mg*? influenciaram na abundancia de 16S rRNA, nifH e noszZ

O calcio e o magnesio sdo nutrientes que atuam como co-fatores em diferentes

processos celulares e estdo presentes em diferentes componentes estruturais das células
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(NICOLITCH et al., 2019). Em concentragcfes adequadas, esses nutrientes estdo
positivamente correlacionados com a abundancia de diferentes filos no solo, tais como
Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, e Proteobacteria
(ZHANG et al., 2020).

Como observado na andlise de componentes principais, 0 nimero de cépias de 16S
rRNA na soja (Figura 24) e o numero de copias de nifH no centeio (Figura 27) foram
positivamente relacionados com os teores de magnésio no solo. Tal comportamento se deve
ao fato de o magnésio apresentar um papel fundamental no processo de fixacdo bioldgica do
nitrogénio em rizobios, pois baixas concentracfes comprometem o processo de nodulacdo
(KISS; STEFANOVITS-BANYAI; TAKACS-HAJOS, 2004). Os valores relativos de nifH na
soja e no centeio (Figura 26D-E) evidenciaram que os teores de magnésio presentes na area de
estudo (Tabela 7) foram suficientes para promover a fixacdo nitrogenada na soja.
Adicionalmente, o magnésio participa diretamente nos processos de mobilizacdo do ferro
(NICOLITCH et al., 2019), nutriente essencial para o funcionamento da enzima nitrogenase
(HARRIS et al., 2018).

O ndmero de copias de nosZ no trigo e no centeio também esteve positivamente
relacionado com os teores de calcio e magnésio no solo (Figura 30). Pelos valores relativos de
nifH no centeio, associados ao efeito residual da cultura da soja e influenciados pela
inoculagdo com BPCV, é possivel confirmar o efeito do magnésio nos valores relativos de
nosZ no centeio (Figura 29E), devido as bactérias inoculadas, A. brasilense e B. japonicum,

possuirem tanto o gene nifH como nosZ nos genomas.

3.3.5 Conclusfes

O numero de copias dos genes 16S rRNA, nifH e nosZ respondeu de forma diferente a
inoculacdo com BPCV e a adubacdo nitrogenada nas cinco culturas analisadas. O efeito dos
tratamentos foi mais notério no milho e no trigo, nas quais altas doses de nitrogénio e
inoculagdo com A. brasilense diminuiram o numero de copias de nifH no milho e o
aumentaram no trigo.

Foi comprovada a importéncia da rotagdo de culturas e do uso de culturas de cobertura
de inverno para manter um equilibrio no numero de copias do gene nifH e nosZ e na
produtividade das culturas associada aos genes estudados. Os resultados podem contribuir
para o0 desenho de estratégias que permitam um melhor aproveitamento dos nutrientes

aplicados, bem como a reducéo das doses de nitrogénio, visto que o sistema plantio direto de
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longa duracdo bem manejado possui a fertilidade e o microbioma necessarios para garantir
altos rendimentos de graos.

Os nutrientes nitrogénio, fdésforo e potdssio sdo nobres na adubacdo e suas
concentracdes no solo sdo melhor compreendidas devido ao vasto numero de trabalhos no
tema. Contudo, nutrientes secundarios na adubacdo como célcio e magnésio sd0 menos
entendidos, e pouco se conhece sobre sua relagdo com o microbioma do solo. Os resultados
apresentados demostraram de forma preliminar que o magnésio é fundamental para a

comunidade microbiana no sistema de rotacao estudado.

3.3.6 Perspectivas para Futuras Pesquisas

Visto que os valores absolutos dos genes estudados variaram para cada cultura, é
importante conhecer a abundancia de outros genes que participam no ciclo do nitrogénio, tais
como nirK, nirS, norB, amoA, para um melhor entendimento do comportamento de cada gene
e sua resposta aos tratos culturais ou ao efeito residual. Uma anélise mais aprofundada sobre
os diferentes genes que participam no ciclo no nitrogénio permitira correlacionar os dados
com a composi¢do da comunidade microbiana e serd de grande importancia para ajudar a
definir doses adequadas de nitrogénio em cobertura, evitando assim perdas por lixiviacao,
evaporagdo ou escoamento que, além de contaminar o ambiente, incrementa gastos com o

manejo nas culturas.
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