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RESUMO

GAYGER, Ana Luisa. Microrganismos em solos de Vitis labrusca L. e prospeccdo de um
isolado de Paenarthobacter como promotor de crescimento de plantas. 70 f. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2021.

A filosfera da videira abriga leveduras, fungos filamentosos e bactérias que modulam
substancialmente a salde da planta e o crescimento e producdo de uvas. Esses microrganismos
podem ser provenientes do solo da vinha do ar, de precipitacdes, transportados por vetores
animais (abelhas, insetos e péssaros. A diversidade e a composi¢do bacteriana do solo estdo
associadas a localizagdo geogréfica do vinhedo também pelas influéncias significativas das
propriedades fisicoquimicas do solo, como textura, pH, temperatura, umidade, reservas de
carbono e de nitrogénio. A manipulagdo bem-sucedida de comunidades microbianas contribui
para melhorar o crescimento e a producdo das plantas e também manter a fertilidade do solo.
Com a perspectiva da importancia dos microrganismos como um componente indispensavel da
agricultura sustentavel, o presente estudo buscou (i) avaliar microbiota de areas de Vitis
Labrusca L. a partir das variacfes espaciais e temporais e (ii) selecionar e identificar um
microrganismo com potencial para promoc¢do de crescimento de planta. Para cada area de
videira e fragmento florestal foram coletadas amostras individuais de solo em cinco pontos (nos
quatro vértices e no centro) na camada de 0 a 10 cm utilizando trado de caneca com capacidade
de 100 cmgd, sendo assim obtidas amostras de solo compostas. Foi realizada a analise quimica do
solo e o isolamento dos microrganismos em batata dextrose agar (BDA) e agar Mueller-Hinton
(MH). A partir dos microrganismos obtidos, o isolado mais abundante, predominante, de
crescimento rapido e com maior capacidade de sobrevivéncia a longo periodo (6 meses) em
temperatura baixa (4°C) foi selecionado. O isolado bacteriano Al foi identificado como
Paenarthrobacter pela analise da sequéncia da regido génica rDNA 16S. Os ensaios de
prospeccao incluiram: solubilizacdo de fosforo, solubilizagdo de zinco, capacidade de inibi¢do
de fungo fitopatogénico in vitro, capacidade de germinagdo em sementes de milho e soja,
experimentos em vasos com milho e soja. A partir de amostras de solo de cultivo de videira com
diferentes anos de existéncia e de uma &rea nativa foi isolado e identificado o Paenarthrobacter
Al. Esse microrganismo predominou em todas as amostras avaliadas, sendo mais incidente na
area de um cultivo de 120 anos. O microrganismo prospectado apresenta potencial como
bactéria promotora de crescimento de plantas por ser capaz de solubilizar fosfato e zinco,
promover o aumento em massa fresca parte aérea (MFPA), massa seca parte aérea (MSPA),
massa seca total (MST) e altura da planta de soja e de milho e 0 aumento de massa fresca de raiz
(MFR) e massa seca de raiz (MSR) para o milho.

Palavras-chave: 1. Paenarthrobacter. 2. Solubilizagdo de fosfato. 3. Microrganismo. 4. Zea
mays. 5. Glycine max.



ABSTRACT

GAYGER, Ana Luisa. Microorganisms in soils of Vitis labrusca L. and prospection of a
Paenarthobacter locus as plant growth promoter. 70 f. Dissertation (Masters in Agronomy) -
University of Passo Fundo, Passo Fundo, 2021

The phyllosphere of the vine harbors yeasts, filamentous fungi and bacteria that modulate
plant health and the growth and production of grapes. These microorganisms can come from the
soil of the vine from the air, from precipitation, transported by vector animals (bees, insects and
birds. The diversity and bacterial composition of the soil are associated with the geographic
location of the vineyard also due to influences belonging to the physical properties linked to the
soil, such as texture, pH, temperature, moisture, carbon and nitrogen reserves. Well-defined
manipulation of microbial communities contributes to improving plant growth and production
and also maintaining soil fertility, an indispensable component of sustainable agriculture, the
present study sought to (i) evaluate the microbiota of Vitis Labrusca L. areas from spatial and
temporal variations and (ii) select and identify a microorganism with potential to promote plant
growth. at ¢ five points (on the four vertices and in the center) in the layer from 0 to 10 cm
using t mug rack with a capacity of 100 cms3, thus prior to soil composites. Chemical analysis of
soil and isolation of microorganisms on potato dextrose agar (BDA) and Mueller-Hinton agar
(MH) were performed. From the microorganisms obtained, the most abundant, predominant,
fast-growing isolate with the greatest capacity for long-term survival (6 months) at low
temperature (4°C) was selected. The bacterial isolate Al was identified as Paenarthrobacter by
analyzing the sequence of the 16S rDNA gene region. Prospective tests included: phosphorus
solubilization, zinc solubilization, in vitro phytopathogenic fungus inhibition capacity,
germination capacity in corn and soybean seeds, experiments in pots with corn and soybean.
From vine cultivation soil samples with different years of existence and from a native area,
Paenarthrobacter A1l was isolated and identified. This microorganism predominated in all
samples evaluated, being more frequent in the area of a 120-year cultivation. The prospected
microorganism has potential as a plant growth-promoting bacterium as it is able to solubilize
phosphate and zinc, promote the increase in aerial part fresh mass (MFPA), aerial part dry mass
(MSPA), total dry mass (MST) and height of the soybean and corn plant and the increase in root
fresh mass (MFR) and root dry mass (MSR) for corn.

Key words: 1. Paenarthrobacter. 2. phosphorus solubilization. 3. microorganism. 4. Zea mays..
5. Glycine max.
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1. INTRODUCAO

Nos altimos 50 anos, a utilizacdo de fertilizantes quimicos, manejo quimico de
pragas, métodos de irrigacdo e o desenvolvimento de variedades hibridas aumentaram a
produtividade das culturas. No entanto, nas ultimas décadas, a sustentabilidade da
producdo global de alimentos tem sido prejudicada gradativamente devido a reducéo da
agua disponivel, a degradagdo do solo e da urbanizacdo e o aumento da incidéncia de
doencas e pragas. Além disso, outros fatores ambientais, como altas temperaturas e altas
concentracdes de dioxido de carbono causadas pela mudanga climéatica global,
representam uma ameagca crescente para a agricultura de hoje. Nessas circunstancias,
para atender a crescente demanda por alimentos, a ciéncia precisa continuar inovando,
introduzindo tecnologias que aumentem a produtividade agricola e tenham menores
impactos negativos sobre o meio ambiente e a saide humana. A agricultura mundial

deve se desenvolver de uma forma mais sustentavel e ecologica.

A filosfera da videira abriga leveduras, fungos filamentosos e bactérias que
modulam substancialmente a salde da planta e o crescimento e producdo de uvas
(BARATA et al., 2012; GILBERT et al., 2014). Esses microrganismos podem ser
provenientes do solo da vinha (MORRISONWHITTLE; GODDARD, 2018;
ZARRAONAINDIA et al., 2015), do ar, de precipitacdes, transportados por vetores
animais (abelhas, insetos e passaros) (FRANCESCA et al., 2012; GODDARD et al.,
2010), ou residentes de ambientes proximos (KNIGHT; GODDARD, 2015;
MORRISON-WHITTLE; GODDARD, 2018). Os microbios associados a videira e
transferidos para o mosto tém uma influéncia profunda na composicdo, sabor e
qualidade da uva (BARATA et al., 2012).

A diversidade e a composi¢do bacteriana do solo estdo associadas a localizagéo
geografica do vinhedo também pelas influéncias significativas das propriedades

fisicoquimicas do solo, como textura, pH, temperatura, umidade, reservas de carbono e
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de nitrogénio (BURNS et al., 2015; ZARRAONAINDIA et al., 2015). A maioria dos
tdxons dominantes, como Proteobacteria, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes e
Firmicutes, mostram maior abundancia relativa em solos com menores teores de
carbono ou nitrogénio, enquanto a abundancia de actinobactérias nesses ambientes
tende a ser negativa (BURNS et al., 2015).

O aproveitamento das fun¢bes do microbioma no contexto da producédo agricola
tem grande potencial para fornecer solucdes para os principais desafios atuais
relacionados a seguranca alimentar, degradacdo da terra e producao de safras (ROYAL
AGRICULTURAL SOCIETY OF NSW, 2017; NATIONAL ACADEMIES OF
SCIENCES AND MEDICINE, 2018). A interacdo dos microrganismos com as plantas,
particularmente aqueles que habitam a rizosfera, inclui fungdes essenciais, como o
fornecimento de nitrogénio, fosforo, potassio, enxofre e micronutrientes
(DOBEREINER, 1961; SCHMALENBERGER et al., 2008; STEWART, 1973) e
retencdo de agua (LEHTO; ZWIAZEK, 2011). Com isso, o microbioma afeta o
crescimento e/ou desenvolvimento da planta em varios estagios, incluindo germinacao,
morfogénese, floracéo, tendo, consequentemente, impacto na produtividade (MAYAK
et al., 2004; WEYENS et al., 2009). Dada a contribui¢do substancial do microbioma
para a aptiddo de seu hospedeiro (ZILBER-ROSENBERG; ROSENBERG, 2008),
conhecer e aplicar esses microrganismos pode ser a chave para o desdobramento de
diversas restricbes agricolas e para alcancar o aumento da produtividade de forma

sustentavel.

A manipulagdo bem-sucedida de comunidades microbianas contribui para
melhorar o crescimento e a producdo das plantas e também manter a fertilidade do solo.
Com a perspectiva da importancia dos microrganismos como um componente
indispensavel da agricultura sustentavel, o presente estudo buscou (i) avaliar microbiota
de solos de Vitis Labrusca L. e fragmentos florestais a partir das variag0es espaciais e
temporais e (ii) selecionar e identificar um microrganismo com potencial para promocéo
de crescimento de planta. Para isso, foram obtidos fungos e bactérias presentes em solos

com cultivo de videira em diferentes condicdes e dentre eles, prospectado o isolado com
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maior potencial biotecnol6gico como promotor de crescimento para as culturas de soja e
milho. Nossos resultados destacam a importancia de considerar a prospeccdo de
microrganismos de solos de videira, principalmente pelas praticas de manejo e a alta
aplicacdo de cobre desses solos onde resultou em um microrganismo prospectado

altamente resistente a disturbios ecoldgicos.

ANA LUISA GAYGER 15



2. REVISAO DA LITERATURA

Nesta revisdo serdo apresentados conceitos relacionados a importancia dos
microrganismos na ciclagem de nutriente, interacdo microbiota - planta - solo -
ambiente. Em seguida sera abordado sobre promocdo de crescimento de plantas e a
influéncia microbiana, dindmica do fésforo na cultura de soja e milho, potencial
biotecnoldgico: Uso de inoculantes microbianos na agricultura e informagGes sobre a

bactéria Paenarthrobacter.

2.1 Importancia dos microrganismos na ciclagem de nutriente

Devido ao crescimento populacional a producdo continua de alimentos e de
energia € um desafio cada vez maior (EDGERTON, 2009; RAY et al.,, 2013); o
rendimento das safras precisa ser maior, mais sustentavel e mais eficiente. A
produtividade ndo é apenas o crescimento das plantas por hectare no campo. Também é
definido por aptiddo, producdo de alimentos e desenvolvimento saudavel das plantas
(BOYER, 1982; EDGERTON, 2009). Embora os microrganismos do solo estejam
associados a doencas das plantas e perdas de produtividade, inimeras espécies de
bactérias e fungos sdo benéficas para as plantas impactando na produtividade
positivamente (PEREZ-GARCIA et al., 2011; VAN DER HEIDEN et al., 2008;
VENKATESHWARAN et al., 2013).

As comunidades microbianas do solo desempenham papéis fundamentais no
funcionamento do ecossistema, especialmente porque a mineralizacdo de material
organico mediada por microrganismos contribui com uma grande parte dos nutrientes
disponiveis para o crescimento das plantas (CLEVELAND et al., 2013) e ajudam a
reduzir as perdas de nutrientes dos ecossistemas por lixiviacdo ou oclusdo por ligacdo
permanente em sumidouros geoquimicos (por exemplo, aluminio ou éxidos de ferro)
(ARAUJO et al., 2015). Como tal, o pool de nutrientes microbianos é importante devido
a sua taxa de turnover comparativamente alta, o que aumenta a probabilidade de
absorcéo da planta (SCHIMEL; BENNETT, 2004).

Considerando a influéncia no estado nutricional das plantas, 0os microrganismos

da rizosfera tém a capacidade de fixar nitrogénio, obter ferro por meio de siderdforos e
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aumentar a biodisponibilidade do foésforo (HARDOIM et al., 2018). Além disso, a
introducdo de uma bactéria simbidtica na rizosfera também pode impactar na saude das
plantas por auxiliar na absorcdo de nutrientes que sdo importantes para o processo de
fotossintese e a assimilacdo de 6xido de carbono (DOURADO et al., 2013). Endofitos
de raiz podem produzir fitohormdénios na forma de auxinas, bem como de giberelinas
que tém funcdo de promocdo de crescimento de plantas como, por exemplo, raizes e
parte aérea (BABALOLA, 2010). As interacGes microbianas com as plantas na rizosfera
ou no tecido vegetal também tém o potencial de aumentar o desenvolvimento das
plantas ao liberar fitormdnios, remediar poluentes e aumentar a tolerancia ao estresse
biotico e abidtico (MENDES et al., 2013).

No ambiente as plantas vivem em interacdo com diferentes microrganismos,
como resultado disso, esses organismos podem proteger as plantas hospedeiras contra
invasores, fornecer nutrientes a elas, entre outros efeitos benéficos para o sistema
(BEHERA et al., 2014). Essas relagdes resultam em impactos positivos no
desenvolvimento vegetal e podem influenciar até no desenvolvimento da biomassa das
plantas abaixo do solo, desempenhando papel significativo na sustentacdo das plantas e
absorcdo de agua e nutrientes.

Existem mecanismos usados para explicar a escolha da diversidade microbiana
das plantas em solo rizosférico, teoricamente, a montagem da comunidade comec¢a com
a colonizacado aleatéria e desregulada de taxons de locais proximos (isto €, mecanismos
neutros), um mecanismo que continua ao longo da vida das raizes; enquanto a dindmica
ordenada (montagem do microbioma) ocorre por meio de selecdo (ou seja, mecanismos
baseados em nicho) quando (i) os exsudatos promovem taxa copiotrofica de
crescimento rapido, (ii) sinais de raiz atraem simbiontes ou patdgenos especificos, (iii)
aumento da competicdo devido a recursos limitados a disponibilidade leva a
classificacdo de espécies e (iv) a predacdo seleciona para caracteristicas microbianas
especificas entre 0s membros do microbioma (CHEN et al., 2020). Mendes et al. (2014)
relataram que a soja escolhe um grupo microbiano particular na rizosfera com base em
caracteristicas funcionais que podem ser Uteis para a planta em relacdo a absorcao de
nutrientes e aumento do crescimento. Esta habilidade de selecdo da planta de soja pode

ser explicada por hipoteses baseadas em nicho, mostrando a forte habilidade da planta
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em determinar a riqueza e abundancia de microrganismos na rizosfera e outras
mudangas ecoldgicas como matéria organica, temperatura, cobertura vegetal que
influenciam a diversidade microbiana.

O feijdo comum cultivado em solo agricola abrigou mais microrganismos
exclusivos do que o feijdo cultivado em solo nativo Para o solo agricola, as praticas de
manejo (fertilizacdo, adicdo de matéria organica) sdo os condutores mais provaveis das
diferengas observadas na distribuicdo da abundancia das espécies, enquanto os fatores
edaficos, em particular o baixo pH, séo as pressdes de selecdo mais provaveis para o
solo nativo (PEREZ - JARAMILLO et al., 2019).

Alguns microrganismos sdo promotores de crescimento vegetal, sendo o0s
representantes identificados dentro de uma diversidade de géneros, como Acinetobacter,
Alcaligenes, Azospirillus, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium e outros. As bactérias sdo
importantes por desempenhar funges como producéo de reguladores de crescimento de
plantas, solubilizadores de fosforo, biofertilizantes e elicitores de tolerancia a estresses
abidticos e bidticos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; YANG; KLOEPPER; RYU,
2009).

As caracteristicas do solo exercem impactos substanciais na estrutura e na
diversidade da comunidade microbiana (LAUBER et al., 2008; RASCHE et al., 2011;
RICHTER et al., 2018). Uma ampla gama de variaveis edéaficas, como pH, textura,
umidade, temperatura, carbono organico e contetdo de nutrientes foram reconhecidos
por influenciar na composicdo e na diversidade das comunidades microbianas do solo
(BROCKETT et al., 2012; COOKSON et al., 2007; ROUSK et al., 2010).

Dentre essas variaveis, o pH é considerado o principal preditor de composicao e
diversidade da comunidade bacteriana no solo (FIERER, JACKSON, 2006; ROUSK et
al., 2010; ZHALNINA et al., 2015). A textura do solo, particularmente o conteido de
argila e silte, estd intimamente relacionado ao estoque de carbono organico do solo
(SAUSEN et al., 2014) e a disponibilidade de nutrientes, e é um fator chave da
composigdo e diversidade da comunidade microbiana (HANSEL et al., 2008;
KALLENBACH et al., 2016). O microbioma edafico também pode ser afetado pelo
conteddo de nutrientes do solo (KOYAMA et al., 2014), a adicdo de fertilizantes

nitrogenados e fosfatados, por exemplo, aumenta as razGes de acidos graxos que
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possibilitam o seu desenvolvimento como por exemplo grau de saturagdo dos acidos
graxos presentes na membrana (DONG et al., 2015) e altera a diversidade microbiana
(LEFF et al., 2015).

Os microrganismos podem ser distribuidos por forcas fisicas, como o ar e 0
vento (ZHU et al., 2017) e a sua incorporacdo em nuvens e precipitacdo aumenta a
dispersdo em longas distancias (HAMILTON; LENTON, 1998). Por isso, o clima, fator
ambiental importante para a producdo de uva, também exerce influéncia na incidéncia
microbiana. A microbiota do mosto de uva apresenta padrdes de distribuicdo regional
que sdo significativamente condicionados pelos ambientes locais (como temperatura e
precipitacdo). Por exemplo, temperaturas maximas estdo negativamente associadas com
a presenca de Penicillium, Pseudomonas, Enterobacteriaceae e Leuconostocaceae
(BOKULICH et al., 2014). A chuva e a umidade correlacionam-se positivamente com
Hanseniasporae e Metschnikowia, e negativamente com Torulaspora, Saccharomyces e
Meyerozyma (JARA et al., 2016).

A diversidade e a composicdo bacteriana do solo estdo associadas a localizacao
geografica do vinhedo também pelas influéncias significativas das propriedades fisico-
quimicas do solo, como textura, pH, temperatura, umidade, reservas de carbono e de
nitrogénio (BURNS et al., 2015; ZARRAONAINDIA et al., 2015). A maioria dos
tdxons dominantes, como Proteobacteria, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes e
Firmicutes, mostram maior abundancia relativa em solos com menores teores de
carbono ou nitrogénio, enquanto a abundancia de actinobactérias nesses ambientes
tende a ser negativa (BURNS et al., 2015).

Capacidades metabdlicas microbianas enriquecidas em raizes de videira em
comparagdo com solos incluiram caracteristicas previamente identificadas como
favorecendo o movimento ou atracdo de bactérias em direcdo a exsudatos de raiz
(VASSILEV et al., 2015) e genes que codificam o metabolismo de macro e
micronutrientes (K, S, P e Fe), bem como tolerancia ao estresse de plantas e resisténcia
a metais pesados. A aquisicdo de fosforo € um fator de viruléncia conhecido e uma
potencial assinatura de crescimento vegetal, uma vez que bactérias ndo patogénicas

produtoras de sideroforos reduzem a disponibilidade de fdsforo, restringindo o
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crescimento da planta, portanto, pode beneficiar a planta para aumentar a produgéo de
siderdforos na raiz e na zona da raiz.

A localizacdo de taxa bacteriana associada ao vinhedo tem implicacdes para 0s
viticultores que acreditam que a "terra” confere uma qualidade Gnica ao vinho
especifico para aquele local de cultivo, chamado de terroir. Esses resultados sugerem
que a biogeografia local da microbiota do solo também pode ter uma influéncia indireta
(VASSILEV et al., 2015). Assim levando em conta uma microbiota a ser estudada para

promocao de crescimento planta por suas caracteristicas espaciais e temporais.

2.2 Prospeccao de microrganismos do solo

A alta demanda por fertilizantes é consequéncia da necessidade de expansdo na
producdo de alimentos (KHAN et al., 2007). A aplicacdo de fertilizantes é uma
atividade rotineira na producdo agricola para promover o crescimento da cultura e
aumentar a produtividade. O papel do fosforo nas plantas esta relacionado a processos
bioquimicos baésicos: fotossintese, producdo de energia, transducdo e resisténcia a
doengas (KHAN et al.,, 2014). Milho e soja sdo as culturas que mais recebem
fertilizantes fosfatados (WITHERS et al., 2018).

O faosforo (P) é considerado um macronutriente essencial e, dependendo de sua
disponibilidade, pode influenciar no crescimento das plantas devido as suas
propriedades estruturais, funcionais e metabdlicas (STAUFFER; SULEWSKI 2004).
Esse elemento é encontrado em solos nas formas orgénica e inorgénica (Figura 1).
Apesar dos grandes estoques de fésforo em terras agricolas, a sua disponibilidade para
as plantas é influenciada por processos biogeoquimicos (MARTINAZZO et al., 2007).
O P é aplicado ao solo na forma de fertilizantes fosfatados. Cerca de 5 a 30% dos
fertilizantes fosfatados aplicados aos solos séo aproveitados pelas plantas e uma parte
significativa é reduzida por reacBes fisico-quimicas no sistema (TROLOVE et al.,
2003). O fosforo € 0 segundo nutriente mais importante para o crescimento das plantas,
sendo nitrogénio o primeiro. Esse elemento é essencial em todos os sistemas vivos. As
plantas adquirem fésforo da solucéo do solo na forma de anion fosfato (Figura 1). E o

elemento menos movel na planta e no solo em comparagdo com outros macronutrientes.
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Os microrganismos presentes no solo podem desempenhar um papel importante no
aumento da disponibilidade de nutrientes para as plantas. Bactérias e fungos sdo capazes
de mineralizar fosfatos organicos e solubilizar fosfatos inorganicos. A solubilizacdo do
fosfato pode ser obtida por meio de varios mecanismos, como hidrélise ou processos
envolvendo enzimas como fosfatases. As fosfatases produzem &cidos orgénicos e
inorgénicos e ocorre a reducdo do pH, formacdo de didxido de carbono e reducédo
enzimética de metais (BASHAN et al., 2017) (Figura 1).

Figura 1. Esquema mostrando as vérias entradas de fosforo no solo e a complexa
dindmica de P dentro do solo, flechas azuis representam a entrada de fosforo no solo,
flechas pretas representam a dindmica de P no solo
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Fonte: Autora, 2020.

O fornecimento de P para as plantas por meio de insumos biologicos € uma
alternativa sustentavel e viavel, ja que o P soltvel € liberado a partir de reacdes de
solubilizacdo de fosfatos insollveis envolvendo diversos microrganismos
(MARSCHNER; DELL, 1994). Muitos estudos sobre microrganismos evidenciam a
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capacidade desses como solubilizadores de fosfato (PSM) e demonstram tanto aumento
no rendimento das plantas quanto aumento na absorcdo de fosforo através de
experimentos em vasos e em condi¢cdes de campo.

No estudo de Bononi (2020), isolados de Trichoderma foram capazes de
solubilizar o fosfato, esses fungos produziram diferentes acidos orgénicos durante o
processo de solubilizagdo e as cepas apresentaram respostas positivas na promocéao do
crescimento da soja de 2,1% para 41,1%. Também foi concluido por Qin (2011) que a
inoculacdo de rizobio pode aumentar a aquisi¢do de P na soja, especialmente em solos
onde Ca-P é a fonte primaria de P, o mecanismo primario para a solubilizacdo de P
mediada por rizébio parece ser via remobilizacdo de Pi de raizes noduladas através da
acidificacdo rizosférica. Aerococcus sp., Aspergillus terreus, Aspergillus sp.
(SRINIVASAN et al.,, 2012) s&o capazes de solubilizar o fosfato em diferentes
concentragfes de NaCl. Os beneficios de adotar o0 manejo microbiano da rizosfera em
um contexto de producdo agricola sustentavel incluem o aumento da biodisponibilidade
de fosfato, estimulo do crescimento das raizes e dos brotos, melhorando comprimento
da raiz e do rebento, aumento no peso dos rebentos frescos e secos, e melhoria dos
rendimentos de gréos e de matéria seca (RODRIGUEZ; FRAGA, 2002).

A aplicagdo de microrganismos como inoculante é uma abordagem promissora
para auxiliar na producdo agricola; essas aplicacBes tém contribuido para o crescimento
de varias espécies de culturas. O sucesso dessa tecnologia é resultado da melhora no
desenvolvimento da planta induzido por microrganismos promotores do crescimento
que podem estimular a producdo de hormdnios vegetais, fixar N,, produzir amonia,
solubilizar fosfato mineral e outros nutrientes essenciais e controlar microrganismos
fitopatogénicos (TANK; SARAF, 2003).

Bactérias ndo patogénicas se associam as raizes das plantas e podem aumentar a
tolerancia das plantas a estresses abidticos (DIMKPA et al., 2009). Colonizacdo de
raizes por bactérias induzem a expressdao de ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato-
deaminase), que reduz o nivel de etileno e confere resisténcia ao estresse, convertendo
ACC em amonia e a-cetobutirato (GLICK et al., 1998). Além disso, as bactérias
induzem resisténcia através do sistema de defesa das células vegetais que produzem

diferentes antioxidantes, como superéxido dismutase, polifenol total, flavonas,
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horménios vegetais (KARTHIKEYAN et al., 2007). O aumento na resisténcia natural
das plantas contra doencas induzido por inoculantes microbianos é uma alternativa para
reduzir o uso de fungicidas e de pesticidas (MUELLER; SACHS, 2015).

Da mesma forma, fertilizantes de base microbiana (biofertilizantes) podem ser
aplicados em sementes, nas plantas ou no solo promovendo a agricultura organica por
substituir os fertilizantes quimicos ou por aumentar a eficiéncia do uso de nutrientes
inorganicos, como o P. Os biofertilizantes potencializam o fornecimento de nutrientes
as plantas por aproveitar a capacidade natural dos microrganismos em mineralizar,
solubilizar e mobilizar nutrientes (MADER et al., 2002; QIU et al., 2012), com isso é
possivel reduzir os custos associados as aplicacGes frequentes de fertilizantes (SINGH,
2017).

Embora o uso de inoculantes microbianos na agricultura reduza muitos problemas
associados as demandas da agricultura extensiva, seu sucesso enfrenta alguns desafios
metodoldgicos, técnicos e tedricos importantes. A introducdo de inoculantes
microbianos em sistemas agricolas deve superar os problemas de colonizacdo e de
manutencdo dos microrganismos introduzidos no novo ambiente. Os mecanismos
responsaveis pela diminuicdo do nimero e da atividade do inoculante incluem o estado
fisiologico das células inoculantes, bem como as interacdes bidticas no solo
(competicdo com microrganismos indigenas do solo), propriedades edéaficas contextuais
(textura, pH, temperatura, teor de umidade) e disponibilidade de substrato adequada
(VAN VEEN et al., 1997).

As praticas agronbmicas baseadas no uso intensivo de agroquimicos podem afetar
diretamente e indiretamente, por meio de mudangas no microbioma indigena e no pH do
solo, a eficacia dos inoculantes (TRIVEDI et al., 2017; SINGH; TRIVEDI, 2017). O
sucesso dos bioinoculantes depende da capacidade desses microrganismos superar as
condicdes desfavoraveis ou instaveis do solo, competir com sucesso com 0S
microrganismos indigenas, contemplar as preferéncias de selecdo de plantas e serem
capazes de se estabelecer, proliferar e permanecer ativo. A producdo de um inoculante
microbiano demanda varias etapas (Figura 2) e sua efetividade depende do protocolo e
do rigor em sua aplicacao.
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Figura 2. Esquema mostrando as etapas envolvidas na obtencdo de um inoculante
bacteriano capaz de promover o crescimento de plantas, incluindo o isolamento (A),
selecdo (B), identificacdo e prospeccdo do microrganismo (C e D)
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Fonte: Adapatado de HANDELSMAN, 1996.
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2.3 Paenarthrobacter

Paenarthrobacter ¢ um género de bactéria Gram-positiva que inclui varias
espécies bacterianas anteriormente incluidas no género Arthrobacter (BUSSE et al.,
2016). As cepas de Arthrobacter foram selecionadas pela primeira vez em solos no
século 19 (KOCH et al., 1995) e sdo bactérias aerdbias indigenas frequentemente
isoladas de solos (HAGEDORN et al., 1975). Essas bactérias geralmente aparecem
como bastonetes Gram-negativos em culturas mais jovens e como cocos Gram-positivos
em culturas mais antigas. A alteracdo na morfogénese dessas bactérias tem sido
associada com a sua capacidade de sobreviver a estresses, sendo que quando em estado
semelhante a um cocdide apresenta-se mais estavel. A transicdo para a forma de coco é
dependente de manganés, e o acumulo desse metal no citoplasma bacteriano foi
relacionado a sobrevivéncia do estresse por radiagdo em Deinococcus radiodurans e
outras bactérias (DALY et al., 2004). A base molecular para seu método distinto de
crescimento ndo é conhecida. Devido a sua aparéncia pleomérfica e heterogénea, cepas
de Arthrobacter foram originalmente agrupadas com Corynebacteria. No entanto,
andlises sistematicas indicam que os membros do género Arthrobacter sao
taxonomicamente agrupadas com as Micrococcaceae pela alta composicdo de G+C
(KEDDIE et al., 1981).

Arthrobacter sp. sdo encontradas em solos comuns e em ambientes extremos,
como camada profunda do solo, gelo artico, locais gquimicamente contaminados e
ambientes radioativos (FONG et al., 2001; FREDRICKSON et al., 2004). A prevaléncia
ambiental de Arthrobacter pode ser explicada devido sua capacidade de sobreviver por
longos periodos sob condigdes estressantes, como falta de nutrientes, mudancas de
temperatura, radiacdo ionizante, radicais de oxigénio e produtos quimicos tdxicos
(BOYLEN, 1973). Esta notavel capacidade de sobrevivéncia é evidenciada pela

recuperacdo de isolados de Arthrobacter sp. em solos do deserto da Antértica
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(CAMERON et al, 1971). Poucos estudos evidenciam a capacidade de
Paenarthrobacter em promover o crescimento vegetal (GHASEMI et al., 2018;
PARDO et al.,, 2017) e muitos evidenciam a capacidade de crescer na presenca de
metais pesados (OJEDA et al., 2017). Portanto, até que ponto esse género bacteriano

“resistente” tem impacto no crescimento e na salde das plantas?
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no laboratério de virologia vegetal do
departamento de Biotecnolgia e Recursos Genéticos da Universidade de Passo Fundo
(UPF) na cidade de Passo Fundo/RS, em conjunto com o laboratério de Ecologia e
Sistemética Vegetal da Universidade Regional Integrada do Alto Urguai (URI), na
cidade de Erechim/RS Erechim/RS.

3.1 Local dacoleta

A coleta de solo foi realizada no municipio de Pinto Bandeira, estado do Rio
Grande do Sul, sul do Brasil. O clima da regido é subtropical umido, com temperatura
média anual de 17,3 °C e precipitacdo média anual de 1700 mm. A geologia da regido
consiste predominantemente de rocha basaltica, mas rhyodacite é a rocha predominante
no local do estudo, rochas de origem vulcanica que produzem horizontes rasos a pouco
profundos. A topografia da regido é relevo montanhoso com 20 a 30 % declive. No
século XVIII, esta regido foi ocupada por italianos imigrantes que cultivavam
plantagdes como vinhas. Todas as amostras foram coletadas entre altitude 501 metros
(1624,51 pés) e 566 metros (1802,85 pés) (Figura 3).
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Figura 3. Local da coleta de solo: trés areas de videira e um fragmento de floresta nativa
em Pinto Bandeira - RS, Brasil.
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Fonte: Autor, 2020.

3.1.1 Caracteristica das amostras

Foram selecionadas para o estudo quatro parcelas com caracteristicas distintas:
um vinhedo centenario com uma area de 1,3 ha cultivada desde 1890 sem substituir as
vinhas; um vinhedo de 60 anos; um vinhedo de 12 anos com uma &rea de 2,0 ha; e uma
area nativa. A variedade Isabel estava presente em todas as areas de cultivo a 1,5 m
entre a densidade de plantas e 3 m entre o espacamento entre linhas no “tendao” sistema
de colheita para produgdo de suco e vinho. A gestdo das plantas foi em um sistema
tradicional com poda, adubacdo e colheita. Nos histéricos de todas as areas com o
cultivo de videira ha evidéncias de uso de: Cercobini®, Titanium e Curathane®

(Tabelal).
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Tabela 1. Tratamentos utilizados nas areas de cultivo de videira

Principio Ativo Nome Comercial ~ Concentragdo

Tiofanato Metilico Cercobini ® 70g/ 100L

N, P, k, Ca, Mg, B, Cu, Mn, Zinco . 5%, 8%, 5%, 1%, 0,6,
AminoAcidos Tianium 0,04, 0,02%, 0,5%, 1%
Mancozeb + Cimoxanil Curathane® 462 g/, 63,4 g/L
Sulfato de cobre 990 g/kg

Fonte: Laboratério de analises.

3.1.2 Procedimento de coleta

Para cada parcela foram coletadas amostras individuais de solo em cinco pontos
(subamostras com 1 kg de solo) na camada de 0 a 10 cm utilizando trado de caneca com
capacidade de 100 cm3, sendo assim foram obtidas amostras de solo compostas. As
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e encaminhadas ao

Laboratorio de Virologia da Universidade de Passo Fundo.

3.2 Analise quimica do solo

As analises quimicas das amostras de solo foram realizadas pelo laboratério de
solo da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes (URI).
Localizado no Campus I, bairro Demoliner, RS 331, Km 02, Erechim. As analises

realizadas estao descritas na tabela 2.
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Tabela 2. Analises quimicas das areas de videira e fragmento de floresta nativa

Analises quimicas do solo

Acidez ativa e potencial

Anélise de fosforo e potéssio

Avaliacdo da matéria orgénica do solo

Avaliacéo da argila do solo

Analise de aluminio, célcio, magnésio e manganés
Anélise de zinco e cobre

Anélise de boro

Anédlise de enxofre

Capacidade de troca de cations

Fonte: Autora, 2021.

3.3 Isolamento dos microrganismos do solo

Foi preparada uma diluicdo decimal em série, adicionando-se 1 g de amostra de
solo composta em frasco contendo 9 mL de solugédo salina esterilizada, com 0,85 %
NaCl. Ap6s a agitacdo da mistura por 2 minutos, foi preparada, a partir desta, as
diluicdes 10', 10% 10° e 10* pela transferéncia de (1000 uL) da suspensdo mais
concentrada para outro tudo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina. De cada
diluicdo foi retirada uma aliquota de 100 uL com o auxilio e micropipeta e realizada a
inoculacdo na superficie do meio solidificado, realizando-se o espalhamento com uma
alca de Drigalsky. Foram utilizadas as placas referentes as diluicdes 10° e 10* para a
contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC) dos microrganismos, por essas
apresentarem de 10 a 100 colbnias por placa. Os meios de cultura utilizados foram
batata dextrose dgar (BDA) para o isolamento de fungos e agar Mueller-Hinton (MH)
para o isolamento de bactérias. Para cada diluicdo da amostra foi realizado o
plagueamento em triplicata. As placas foram incubadas a 28 °C, durante 7 dias para
bactérias e 15 dias para fungos, as UFC de fungos e de bactérias foram contadas
diariamente. O ensaio seguiu o delineamento inteiramente casualizado com 6 repeticdes

combinando-se dois meios de cultura (BDA e agar MH). 24 amostras de solos de 4
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areas distintas (videira 12 anos, videira 60 anos, videira 120 anos, area nativa) e duas

diluicdes (10° e 10%) em triplicatas, totalizando 288 placas.

3.4 Sele¢éo do microrganismo a ser prospectado

Foi selecionado o isolado mais abundante, predominante, de crescimento rapido e
com maior capacidade de sobrevivéncia a longo periodo (6 meses) em temperatura
baixa (4 °C). Para controle dos ensaios de prospeccao do isolado (A1) foram utilizados:
a cepa ATCC6633 de Bacillus subtilis (BC1) e o isolado JUPF3 de Bacillus (BC2).

3.5 Caracterizacdo do isolado selecionado

O isolado foi caracterizado macroscopicamente pela avaliagdo macroscopica da
colbnia crescida em agar MH ap6s 24 horas de incubacdo a 27 °C considerando 0s
seguintes aspectos: coloracdo, tamanho, producdo de muco, consisténcia da massa,
forma da col6nia, detalhes opticos, borda da coldnia, superficie da colénia.

Microscopicamente, o isolado foi classificado pela coloragcdo de Gram em forma e

caracteristica tintorial.

3.6 Identificacdo do isolado Al: Procedimento para amplificagdo da regido
génica rDNA 16S e sequenciamento

3.6.1 Preparo da amostra

Apartir da placa de cultura pura da bactéria em agar MH foi selecionada uma
coldnia isolada para o preparo da suspensdo de células. Em microtubo plastico foi
preparada aproximadamente 1,0 mL de suspensdo bacteriana em solucéo salina 0,85% e

armazenada em geladeira até a extragdo de DNA.
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3.6.2 Extracdo de DNA

Para extracdo do material genético foi utilizado o Kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit. A suspensdo bacteriana foi centrifugada a 14.000 x g por 2 min e 0
sobrenadante descartado. Na sequéncia foi adicionado 600 pL de “Nuclei Lysis
Solution” e agitado em vortex por 3 seg, seguido de incubagdo a 65 °C por 15 min. Foi
deixado esfriar por 5 min, adicionado 200 uL de “Protein Precipitation Solution” e
agitado em vortex por 20 seg em alta velocidade. Foi realizada uma nova etapa de
centrifugacdo a 14000 x g por 4 min e 700 pL do sobrenadante transferido para um
microtubo de 1,5 mL contendo 600 pL de isopropanol (temperatura ambiente). Os
tubos foram invertidos delicadamente até o DNA se tornar visivel, o material foi
centrifugado a 14000 x g por 3 min, o sobrenadante desprezado invertendo o tubo e,
entdo, adicionado 600 pL de alcool 70 % (temperatura ambiente). O tubo foi invertido
algumas vezes até desprender o pellet de DNA e centrifugado a 14000 x g por 2 min.
Deprezou-se o alcool 70 % cuidadosamente, evitando que o pellet se desprende-se do
fundo do microtubo. O tubo foi invertido em papel absorvente limpo e deixado secar
por 15 min, foi adicionado 50 pL de “DNA Rehydration Solution”. O material foi

incubado a 65 °C por 1 h e agitado levemente.

3.6.3 Quantificacdo do DNA

O DNA foi quantificado em espectrofotometro (Nanodrop ThermoScientific®

modelo 2000) com a determinacdo de absorbancia a 260 nm e 280 nm. A amostra foi
homogeneizada e quantificada duas vezes; para as variacdes maiores que 10% entre as
duas leituras, realizou-se uma terceira leitura, sendo consideradas as duas leituras mais

préximas para calculo do valor médio, por média aritmética simples.

3.6.4 TécnicadaPCR

O mix da reacdo foi preparado com os reagentes descritos nas Tabelas 3 e 4,
distribuido em microtubos (0,2 mL) com a amostra, do mesmo modo foi preparado o
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negativo (branco do mix). As amostras foram submetidas as seguintes condi¢des de
amplificacdo no termociclador:

1 ciclo—94 °C 2 min;

* 40 ciclos—95°C 155,63°C 30s,72°C1mine30s;

1 ciclo—72 °C 5 min.

Tabela 3. Lista de reagentes e volumes utilizados para técnica de PCR

Reagentes Volume (L)
Agua ultrapura 9,88
Tampao 1,50
MgCI2 0,60
dNTPs 0,30
8F 0,30
1492R 0,30
Enzima Taqg Polymerase 0,12
Amostra 2,00
Mix 13,00
Total 15,00

Fonte: Adaptado de Agronémica — Laborat6rio de diagndstico fitossanitéario e consultoria, 2020.

Tabela 4. Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo do DNA bacteriano

Primer Tipo de Sequéncia Produto
amostra
8F Bactéria 5 GAAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3' 1500 ob
1492 R 5 TACGGCTACCTTGTTACGACTT 3 P

Fonte: Adaptado de Agrondmica — Laboratério de diagndstico fitossanitario e consultoria, 2020.

3.6.5 Eletroforese em gel de agarose

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose (1 %) com
tampdo TBE 0,5x. Foi aplicado aproximadamente 0,6 upL de corante Blue Green
Loading Dye em 5 pL do produto da reagdo. Foi utilizado o marcador de peso
molecular Ladder 1 Kb Plus (1,5 pL de marcador + 0,6 pL de corante), a cuba foi
fechada e a voltagem ajustada para 90 V e tempo de 80 minutos, para migragdo do
produto da PCR/RT-PCR. Os produtos da eletroforese foram visualizados em

transluminador equipado com luz ultravioleta.
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3.6.6  Técnica de sequenciamento

A purificacdo do produto da PCR foi realizada conforme a bula do Kit de
purificagdo ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System (Promega). Além
do Kit, foi necessario um banho-maria a 50-65 °C e isopropanol 100%. A concentragao
do produto da PCR foi realizada em Nanodrop, sendo indicado o sequénciamento para
amostras com 30 a 60 ng. A qualidade das sequéncias foi analisada no programa Mega
Software. A sequéncia consenso foi comparada com outras disponiveis em bancos de
dados disponiveis utilizando a ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local
(Blastn). O banco de dados utilizado para a andlise de sequéncias foi a National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.7 Capacidade de solubilizacéo de fosfato do isolado Al

Foram preparadas suspensfes bacterianas em solucdo fisioldgica a partir do
isolado Al e dos controles BC1 e BC2, ajustadas a uma densidade Optica de 1,0 em
600nm, aproximadamente 10® células/mL. Os inéculos bacterianos foram depositados
com uma pipeta de 1uL sobre o meio solido Pikovskaya (PVK), meio de dissolucdo de
fosforo organico. As placas foram incubadas a 28 °C e examinadas periodicamente em
intervalos de 24 horas por 10 dias. Os ensaios seguiram o delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticOes e trés tratamentos. A avaliagdo da solubilizacéo de P
foi feita por medicdo, com o auxilio de uma régua, do didmetro do halo translucido que
se formou em torno da col6nia bacteriana e o didametro da colénia. O indice de

solubilizacdo (SI) foi calculado da seguinte forma:

Diametro da zona de liberacgio

Diametro da colonia
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3.8 Capacidade de solubilizacéo de zinco do isolado Al

Foram preparadas suspensdes bacterianas em solucdo fisiologica a partir do
isolado Al e dos controles BC1 e BC2, ajustadas a uma densidade dptica de 1,0 em
600nm, aproximadamente 10® células/mL. Os in6culos bacterianos foram depositados
com uma pipeta 1uL em placas de Petri com meio de cultura sélido contendo 10 g/L de
glicose, 1 g/L de sulfato de amodnio, 0,2 g/L de cloreto de potéssio, 0,1 g/L de fosfato
dipotassio, 0,2 g/L de sulfato de magneésio heptahidratado, 1 g/L de 6xido de zinco, 15
g/L de agar, 1 L de agua destilada (pH 7,0) e incubadas a 30 °C e examinadas
periodicamente em intervalos de 24 horas por 10 dias. Os ensaios seguiram 0O
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes e trés tratamentos. A
avaliacdo da solubilizacéo de zinco foi feita por medicdo, com o auxilio de uma régua,

do diametro do halo transltcido que se formou em torno da colénia bacteriana.

3.9 Capacidade de inibicéo de fungo fitopatogénico in vitro do isolado Al

A avaliacdo do potencial de antagonismo do isolado Al foi realizada por uma
adaptacdo do método de pareamento de culturas qualitativo descrito por Romeiro
(2007). Para tanto, foram preparadas placas de petri contendo meio BDA com
crescimento dos fungos fitopatogénicos Fusarium e Colletotrichum por 10 dias e do
possivel antagonista (isolado Al). Depois de obtido um crescimento satisfatério dos
microrganismos, em outras placas de BDA, foi depositado um disco (0,5 cm de
diametro) de micélio do fungo no centro da placa contendo meio BDA. Com o auxilio
de uma alca de platina, foi transferido para a mesma placa contendo o fitopatdgeno, o
isolado bacteriano A1 em dois pontos equidistantes na borda da placa. As placas foram
incubadas a 27 °C e examinadas periodicamente em intervalos de 24 horas através da
tomada de duas medidas em eixos ortogonais da col6nia do fitopatdgeno até que o
patogeno atingisse as bordas da placa de controle. O fitopatdgeno Fusarium teve seu
crescimento mensurado por até 120 horas e o Colletotrichum por até 96 horas. Os
ensaios seguiram o delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos e cinco

repetigoes.
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3.10 Avaliacdo da capacidade de promocao de germinacdo de sementes de soja e
de milho pelo isolado Al

O teste de germinacdo foi conduzido conforme as Regras para Analise de
Sementes (RAS) para cada tratamento: testemunha sem indculo, tratamento com isolado
BC1 e tratamento com o isolado Al. Foram preparadas suspensdes bacterianas em
solucdo fisioldgica do isolado Al e do controle BC1 a uma concentracdo de 5x10°
UFC/mL. Os inoculantes foram depositados em sacos plasticos, onde se acondicionou
também as sementes de milho ou de soja e, posteriormente, realizada a agitacdo dos
sacos plasticos por 1 minuto, atingindo cobertura homogénea sobre as sementes. Para o
teste de germinacdo, 50 sementes tratadas foram dispostas em uma folha de papel
germitest umedecida com agua destilada em quantidade duas vezes a do peso do papel
e, posteriormente, coberta com mais uma folha de papel germitest, da mesma forma
umedecida e depois enrolada. Cada parcela foi constituida de 5 rolos, embrulhadas
posteriormente em um Unico rolo, totalizando 250 sementes por parcela. Foram
dispostas na posigdo vertical dentro de germinador com temperatura constante de 25 °C
por 7 dias. As avaliacGes foram realizadas no terceiro, quarto e quinto dia depois de
inseridas no germinador para determinacdo da porcentagem de plantulas normais,
anormais e mortas nas avaliacOes inicial e final. As plantulas que desenvolveram todas
as estruturas essenciais do embrido foram classificadas como normais, segundo critérios
indicados nas Regras para Analise de Sementes. Foram classificadas dentro das
plantulas anormais as deformadas (que podem ter sofrido algum dano mecanico e/ou
genético) e as deterioradas (atacadas por algum patégeno com sinais de infeccdo
visiveis); as sementes que ndo apresentaram nenhum sinal de germinacdo foram
consideradas mortas, segundo critérios das Regras de Analise de Sementes - RAS
(BRASIL, 2009). Para o teste de crescimento de plantulas, procedeu-se a leitura do
comprimento de raiz (CP) e comprimento da parte aérea (CPA) das plantulas normais,
por meio de uma régua com metragem em centimetros aferidos no sétimo dia depois de
colocadas no germinador. Para a testemunha o mesmo protocolo foi utilizado, porém
sem a adi¢do do in6culo microbiano. Os ensaios seguiram o delineamento experimental
inteiramente casualizado com trés tratamentos e cinco repeti¢des (50 sementes cada

tratamento).
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3.11 Experimento em vasos com solo

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade de Passo
Fundo entre os meses de novembro a dezembro de 2020. Sementes de soja e de milho
foram desinfestadas por imersdo durante 30 segundos em &lcool 96° GL e dois minutos
em peroxido de hidrogénio P.A., sendo posteriormente lavadas por dez vezes em &gua
destilada esterilizada. Foram preparadas suspens@es bacterianas em solucéo fisioldgica
do isolado Al e do controle BC1 a uma concentracdo de 5x10° UFC/mL. Os inoculantes
foram depositados em sacos plasticos, onde se acondicionou também as sementes de
milho ou de soja e, posteriormente, realizada a agitacdo dos sacos plasticos por 1
minuto, atingindo cobertura homogénea sobre as sementes. Foram semeadas cinco
sementes por vaso com solo ndo estéril com posterior desbaste para duas plantas aos 7
dias apds a emergéncia das plantulas. A semeadura foi realizada em novembro de 2020.
No momento do plantio, cada semente foi inoculada com 1 mL de suspensdo bacteriana.
Todas as sementes foram posteriormente cobertas com uma camada de
aproximadamente 1 cm de terra. As avaliagdes foram realizadas em plantas coletadas
aos 20 dias apo6s o plantio. Para avaliacdo da massa seca, a parte aérea e as raizes foram
acondicionadas separadamente em sacos de papel, postas a secar em estufa de
circulacdo forcada a 65 °C até atingirem massa constante e pesadas em balanca de
precisdo para determinacdo do peso de matéria seca. Apds a obtencdo dos dados de

massa seca parte aérea e massa seca raiz foi realizado o calculo de massa seca total:

MST = Massa seca parte aérea + massa secaraiz

Para a testemunha o mesmo protocolo foi utilizado, porém sem a adicdo do
indculo microbiano. Os ensaios seguiram o delineamento inteiramente casualizado, com

dez repeticOes e trés tratamentos.
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3.12 Andélise estatistica

Para as analises estatisticas utilizou-se o software R versdo 4.0.3 (R Core Team,
2020). Para andlise quimica do solo foi realizado o estudo descritivo (summary).
Usando os dados edaficos normalizados, foi realizada a analise de componentes
principais (PCA) foi usado para agrupar as amostras. Para avaliar o isolamento dos
microrganismos do solo, capacidade de solubilizacdo de fosfato e zinco, capacidade de
inibicdo de fungo fitopatogénico, capacidade de promocéo de germinacdo de sementes e
diferenca entre culturas com inoculagdo foi efetuada andlise descritiva (summary),
ANOVA one-way, seguida de teste tukey a posteriori (p <0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item sdo apresentados resultados de caracterizacdo das amostras de solo
obtidas das quatro areas em estudo: &rea com 12, com 60 e com 120 anos de cultivo de
videira e uma area de fragmento de floresta nativa a coleta do solo foi realizada na
profundidade de 0-10 cm em um ano agricola (2019).

4.1 Anélise quimica do solo

As avaliagOes quimicas das amostras resultaram nos dados expostos na Tabela 5 e
no Anexo 1. Observa-se que os percentuais das faixas de pH nos solos cultivados com
videira, estdo enquadrados nas classes média e alta. Os solos de 12 anos, 120 anos e
fragmento de floresta nativa estdo na classe média (pH 5,5 a 6,0) e o solo de 60 anos na
classe alta (pH > 6,0). Os resultados para saturacdo com bases mostram que solos de 12
anos e area nativa apresentaram classe média (65 -80) e 60 anos e 120 encontrados na
faixa alta (> 80). Os dados obtidos também mostraram que o teor de argila dos solos se
enquadra nas classes texturais 4 e 3, onde solos de fragmento de floresta nativa
apresentou argila < 20 % e cultivo de videira 12, 60 e 120 anos apresentou faixa 21-40.
Assim como o teor de argila, a matéria organica (MO) também apresenta
comportamento diferenciado entre os locais. Por exemplo, area de cultivo de 12 anos
apresentou classe de matéria organica média e para cultivo de videira 60, 120 anos e
fragmento de floresta nativa apresentaram matéria organica alta (> 50 %). A
distribuicdo percentual de P nas amostras se concentrou predominante nas classes baixa,
média e muito alta, o solo de cultivo de videira apresentou % de P muito alta (102,5
cmolc/Kg™?), sendo esse 7,1 vezes maior que fragmento de floresta nativa. Um

comportamento semelhante ocorreu para as dosagens de cobre.
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Tabela 5. Caracteristicas quimicas determinadas em amostras coletadas na camada de
0-10 cm de profundidade de solos com diferentes anos de cultivo de videira e de solo de
uma area nativa. Passo Fundo, 2019

Cultivo de videira Area
Faixa de pH Classe 12 anos 60 anos 120 anos Nativa
................................................................................................. 0B et
55-6,0 Média 100 0 100 100
>6,0 Alta 0 100 0 0
Faixa de saturagdo com bases (%)
65-80 Média 100 0 0 100
>80 Alta 0 100 100 0
Faixa de argila (%)
<20 4 0 0 0 100
21-40 3 100 100 100 0
Faixa de matéria organica (%)
2,6-5,0 Média 100 0 0 0
>5,0 Alta 0 100 100 100
Distribui¢do de fosforo (%)
Muito baixa 0 0 0 0
Baixa 0 100 0 100
Média 100 0 0 0
Muito alta 0 0 100 0
Distribuicdo de potassio (%)
Alta 0 100 0 0
Muito alta 100 0 100 100
Faixa de Ca (cmolckg™?)
>4,0 Alta 100 100 100 100
Faixa de Mg (cmolc kg™)
>1,0 Alta 100 100 100 100
Faixa Cu (mg kg?)
0,2-0,4 Média 0 0 0 100
>0,4 Alta 100 100 100 0

Fonte: Autora, 2019.

Legenda: 12 anos - cultivo de videira 12 anos; 60 anos - cultivo de videira 60 anos; 120 anos -
cultivo de videira 120 anos; Nativa - area nativa.

Nota: Amostras coletadas em Pinto Bandeira, RS, agosto 2019. O pH do solo foi classificado
em quatro faixas (<5,0, 5,1-5,4, 5,5-6,0 ¢ >6,0). Os valores de saturacdo com bases foram
agrupados nas faixas 80%. Os teores de calcio foram agrupados nas faixas <2,0, 2,1-4,0 e >4,0
cmolc/Kg ™ e de magnésio nas faixas <0,5, 0,6-1,0 e >1,0 cmolc/kg ™. Os teores de matéria
organica do solo foram agrupados nas faixas <2,5, 2,6-5,0 e >5,0%. Os valores percentuais de
argila foram classificados nas faixas <20, 21-40, 41-60 e >60%, correspondendo as classes
texturais 4 a 1, respectivamente. Os teores de fosforo foram classificados primeiramente em
quatro faixas de acordo com as classes texturais e, ap6s, foram agrupados em cinco classes de
disponibilidade (muito baixo, baixo, médio, alto e muito alto). Os teores de potassio foram
agrupados primeiramente em trés faixas de acordo com as classes de CTC pH7 (>15,0, 5,1-15,0
e <5,0 cmolc/Kg ™) e, posteriormente, em cinco classes.
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4.2 Analise dos microrganismos do solo

Neste item sdo apresentados os resultados referentes aos microrganismos obtidos
a partir de solos com cultivo de videira com 12, 60 e 120 anos e de uma éarea de
fragmento de floresta nativa. Um isolado bacteriano foi prospectado e identificado
através da amplificagdo e sequenciamento da regido génica rDNA 16S.

4.3 Isolamento dos microrganismos e selecdo do microrganismo a ser
prospectado

Para explorar 0s mecanismos de montagem microbiana e sua distribuicdo e
abundancia, estudamos solos de Vitis labrusca L. (videira) e fragmento de floresta
nativa. Em termos de area, a metacomunidade a abundancia de bactérias e fungos foram
maiores em solos de videira (7.900 coldnias) do que em areas de fragmento de floresta
nativa (4.800 coldnias). Além disso, as analises de caracteristicas macroscépicas iguais
entre as coldnias sugeriram que area de fragmento de floresta nativa (130 + 1,9) possui
uma maior diversidade quando comparamos com a area de videira (64 + 1,3) (Figura 4).
Além disso, encontramos um microrganismo com caracteristicas macroscopicamente
igual, altamente abundante nas areas de videira quando comparamos com fragmento de
floresta nativa. Esse microrganismo estava 60% mais abundante na area de videira
centendria (120 anos) (Figura 4). Esse microrganismo possuia as seguintes
caracteristicas: Col6nias brancas, lisas, de tamanho médio, produtoras de muco, com
bordas regulares, aspecto cremoso e crescimento rapido (24 horas) em agar Mueller-
Hinton, que, quando submetidas a coloracdo de Gram, apresentavam bastonetes Gram-
positivos (Figura 5). Pela dominancia, uma das colénias com essa caracteristica foi
nomeada como Al e selecionada da area de videira centenaria (120 anos) para

prospeccéo.
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Figura 4. Microbioma de solo de videira e fragmento de floresta nativa. A- Abundancia e
diversidade de area de videira; B- Abundancia e diversidade de area de fragmento de floresta
nativa. Passo Fundo, 2020
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Fonte: Autora, 2020

Nota: Microbioma do solo de videira. A) Abundéancia e diversidade area de videira B) Abundéancia e
diversidade area de fragmento de floresta nativa. As diferentes por¢des do grafico de pizza representam
os filos bacterianos e fungicos que fazem parte do microbioma da videira e area de fragmento de floresta
nativa. Os tamanhos das diferentes porcdes do grafico representam a contribuicdo de cada filo para a
abundancia relativa total. O grafico de regressao representa a abundancia relativa do género selecionado
para prospec¢do (Paenarthrobacter) por idade das videiras e fragmento de floresta nativa. A cor verde
foi atribuida a videira centenaria (120 anos), rosa para videira 12 anos, azul videira 60 anos e roxo
fragmento de floresta nativa.
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Figura 5. Caracterizacdo microscopica do isolado selecionado para prospecgdo. Passo
Fundo, 2019

Fonte: Autora, 2019.

A analise de componente principal (PCA) reduziu as 23 variaveis originais (MO,
V%, SB, CTC, pH, argila, areia, silte, H+Al, m%, Ca, Mg, K, P, S, Cu, Mn, Mg, Zn, Fe
e B) para 21 componentes principais que representaram 85,7 % da variacgdo total dos
dados. As varidveis que mais se destacaram no complexo de relagdes do solo foram Cu,
P e H+AIl, Mg e Al. Claramente, a area de fragmento de floresta nativa foi separada das
demais, verificamos que, dentre as quatro areas estudadas, a area nativa possui
parametros mais elevados de K mg/L, M.O. %, Ca cmoc/L, CTC efetiva cmolc/L, CTC
Ph 7,0 cmolc/L, H+Al cmolc/L, Smg/L no solo. Verificamos que a colonizagdo
bacteriana foi superior no solo de videira centenaria (120 anos) com quantidade elevada

de fosforo e cobre (Figura 6).
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Figura 6. Analise de componente principal (PCA) amostras de solo de cultivo de
videira e &rea nativa. Passo Fundo, 2019

Fonte: Autora, 2019.

Legenda: 1- Cultivo de videira por 60 anos.
2 - Cultivo de videira por 12 anos.
3- Cultivo de videira por 120 anos.
4- Area nativa.

Nota: Amostras coletadas em Pinto Bandeira, RS, agosto 2019. Al: Isolado bacteriano, Argila
%: porcentagem de argila, pH/H20: acidez do solo, indice SMP : correcdo de acidez do
solo, P mg/L: fésforo, K mg/L: Potassio, M.O.% : Porcentagem de matéria organica, Al
cmol c/L: aluminio, Ca cmol c/L: calcio, Mg cmol c/L: magnésio, CTC efetiva cmol
c/L: troca de cétions efetiva, CTC pH 7,0: troca de cations pH 7,0, H+AIl cmol c/L:
acidez potencial, Bases%: porcentagem de bases, Al%: porcentagem de aluminio, K%:
porcentagem de potassio, Ca%: porcentagem de calcio, Mg%: porcentagem de
magnésio, S mg/L: enxofre, Zn mg/L: zinco, Cu mg/L : cobre, B mg/L: boro, Mn mg/L:
manganés.
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4.4 ldentificacdo do isolado Al

O sequenciamento de parte do gene rDNA 16S do isolado Al resultou na
seguinte sequéncia consenso contendo 733pb:

CGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTT
TCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTT
CCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCT
ACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAGAACCGGAGTTGAGCCCCGGT
CTTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATT
CCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAG
CCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGA
GGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCT
TTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCC
GTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGT
CGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGTCCAT
CCAAAACCACAAAAGCTTTCCACCACCATGACATGCGCCAGATGGTCGTAT
CCGGTATTAGACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTCAAGGGCAGGTTAC
TCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCCCCAGCAAGCTGGGATCATC
GTTCGAC

Comparando os dados obtidos para o isolado Al com as sequéncias depositadas
no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) o microrganismo selecionado nesse estudo

apresentou 100 % de identidade com bactérias do género Paenarthrobacter.

4.5 Prospeccdo do isolado Al

Neste item sdo apresentados os resultados de capacidade de solubilizacdo de
fosfato e zinco, inibicdo de fungo fitopatogénico in vitro, promoc¢do de germinacdo de
sementes de soja e de milho e experimentos em vasos com solo utilizando o isolado Al

como inoculante.

ANA LUISA GAYGER 45


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

4.6 Capacidade de solubilizacao de fosfato

O isolado Al produziu ao redor da col6nia uma zona amarela clara em meio
Pikovaskaya indicando ser positivo para P-solubilizacdo com indice de solubilizacédo
(5.66) significativamente (p < 0,001) superior ao indice das testemunhas BC1 (5.15) e
BC2 (4.64). A atividade de solubilizacdo de P seguiu um caminho polinomial durante o
periodo de incubagdo de 7 dias com aumento até o 6° dia. O didmetro da col6nia e a
zona de halo do isolado Al e da testemunha BC1 ndo diferiram estatisticamente, porém

eles foram significativamente menores para a testemunha BC2 (Tabela 6).

Tabela 6. Teste de comparacdo de médias para capacidade de solubilizacdo de fosfato
do isolado A1, BC1 e BC2. Passo Fundo, 2020

indice de solubilizagdo de

Isolado Diametro da colonia (cm)  Diametro do halo (cm)
fosfato(PSI)
Al 1.54+0.073 a 6.33+0.425a 5.66+0.345a
BC1 1.71+0.027 a 5.90+0.4256 a 5.15+0.256 b
BC2 1.14+0.239 b 3.95+0.597 b 4.64+0.245c
CV% 9.8 9.06 5.55

Fonte: Autora, 2020.

Legenda: Al - Isolado Paenarthrobacter.
BCL1 - Isolado Bacillus subtilis.
BC2 - Isolado Bacillus (J3 UPF).

Nota: Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia p <0,0001.
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4.7  Capacidade de solubilizagdo de zinco

O isolado Al foi capaz de solubilizar zinco produzindo uma zona de halo clara no
meio de cultivo especifico para essa caracterizacdo que media entre 1,2 e 3,9 cm. Nao
houve diferenga estatistica significativa entre as bactérias avaliadas na capacidade de
solubilizar zinco (p> 0,05) (Figura 7).

Figura 7. Teste de comparacdo de médias para capacidade de solubilizagdo de zinco do
isolado A1, BC1 e BC2. Passo Fundo, 2020
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Fonte: Autora, 2010.

Legenda: Al: Tratamento com isolado Al (Paenarthrobacter).
BCL1: tratamento com isolado BC1 (Bacillus subtilis).
BC2: tratamento com isolado BC2 (J3 UPF)
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4.8 Capacidade de inibicdo de fungo fitopatogénico in vitro

O isolado de Paenarthrobacter A1 ndo apresentou acao antagonista sobre fungos

dos géneros Fusarium ou Colletotrichum (Figura 8).

Figura 8. Ensaio de pareamento entre o fungo Fusarium, isolado Al e o fungo
Colletotrichum com o isolado Al ap6s 144 horas de confronto. Passo Fundo, 2019

Fonte: Autora, 2019.

Legenada: A - Verso da placa de Petri com confronto entre o fitopatdgenico Fusarium (centro
da placa) e isolado Al (estrias distantes das bordas).
B - Reverso da placa de Petri com confronto entre o fitopatdgenico Fusarium
(centro da placa) e isolado Al(estrias distantes das bordas).
C - Verso da placa de Petri com confronto entre o fitopatdgenico Colletrichum
(centro da placa) e isolado Al (estrias distantes das bordas).
D - Reverso da placa de Petri com confronto entre o fitopatdgenico Colletrichum
(centro da placa) e isolado Al (estrias distantes das bordas).

4.9 Avaliacdo da capacidade de promocao de germinacao de sementes de soja e
de milho pelo isolado Al

A porcentagem de germinacdo de semente de milho foi de 98 % com inoculacéo
(tratamentos Al e BC1) e de 97 % sem inoculagdo. J& a porcentagem de germinacao de
semente de soja foi de 99 % com inoculagdo (tratamentos Al e BC1) e de 98 % sem
inoculacdo. A média de germinacdo ficou acima da recomendada para as espécies (90

%) para todos os tratamentos e controles.
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Na avaliacdo do comprimento parte aérea de plantulas de soja e de milho o
tratamento contendo o isolado Al foi significativamente maior quando comparado com
o tratamento com Bacillus (BC1) e com controle sem inéculo de microrganismo (p<
0,0001) (Figura 9). O comprimento da raiz obtido no controle sem indculo microbiano

foi superior aos demais para plantula de soja e milho (p <0,0001).

Figura 9. Avaliacdo da capacidade de germinacdo de sementes de soja e de milho pelo
isolado. Passo Fundo, 2020
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Fonte: Autora, 2019.

Legenda: 1: Plantula de milho:
A- Testemunha (sem in6culo)
B - Tratamento com o isolado BC1 (Bacillus subtilis)
C - Tratamento com o isolado Al (Paenarthrobacter)

2: Plantula de soja:

A — Tratamento com o isolado Al (Paenarthrobacter)
B — Testemunha (sem inéculo)

C — Tratamento com o isolado BC1 (Bacillus subtilis)
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4.10 Experimentos em vasos com solo

A altura da planta de soja diferiu significativamente entre os tratamentos (p<
0,0001). Para o tratamento contendo o isolado Al (23,45 cm + 0,45) as plantas foram
mais altas do que as observadas nos tratamentos contendo o Bacillus BC1 (22,61 cm +
0,46) e sem o inéculo microbiano T1 (20,40 cm + 0,45) (p< 0,0001) (Figura 10).

Figura 10. Comparagdo da altura da planta de soja quando inoculado os
microrganismos e sem o tratamento microbiano. Passo Fundo, 2020

Fonte: Autora, 2020.

Legenda: T1: Testemunha (sem in6culo)
BCL1: Tratamento com o isolado BC1 (Bacillus subtilis)
Al: Tratamento com o isolado Al (Paenarthrobacter)

A quantidade de massa fresca da parte aérea (MFPA) da planta de soja para o
tratamento com o isolado Al (26,87 g = 0.20) foi significativamente superior (p<
0,0001) quando comparada aos tratamentos com Bacillus BC1 (25,619 + 0,32) e sem
indculo microbiano T1 (23,57g + 0,29). A quantidade de massa seca da parte aérea
(MSPA) da planta de soja para o tratamento com o isolado Al (2,84 g + 0,30) foi
significativamente superior (p< 0,0001) quando comparada aos tratamentos com
Bacillus BC1 (1,64 g = 0,33) e sem indculo microbiano T1 (1,90 g = 0,41). As
guantidades de massa fresca e seca das raizes de soja foram significativamente

superiores (p< 0,0001) nos vasos sem indculo microbiano (Figura 11).
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Figura 11. Massa fresca e seca de parte aérea e de raiz de soja com indculo bacteriano

e sem a introducdo de microrganismos em experimento em vasos. Passo Fundo, 2020
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N&o houve diferenca significativa na percentagem de germinagédo para as plantas
de sojas entre os trés tratamentos; em todos 0s vasos germinaram as 5 sementes.
Portanto, o isolado A1 aumentou a massa fresca parte aérea (MFPA), a massa seca parte
aérea (MSPA), a massa seca total (MST) e altura da planta de soja.

A altura da planta de milho diferiu significativamente entre os tratamentos (p<
0,0001), para o tratamento contendo o isolado Al (22,51 cm £ 0,12) as plantas foram
mais altas do que as observadas nos tratamentos contendo o Bacillus BC1 (20,66 *
0,17) e sem o in6culo microbiano T1 (10,78 £ 0,07) (p< 0,0001) (Figura 12).

Figura 12. Comparacdo da altura da planta de milho quando inoculado os
microrganismos e sem o tratamento microbiano. Passo Fundo, 2020

Fonte: Autora, 2020.

Legenda: T1: Testemunha (sem in6culo)
BCL1: tratamento com o isolado BC1 (Bacillus subtilis)
Al: Tratamento com o isolado Al (Paenarthrobacter)
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A quantidade de massa fresca da parte aérea (MFPA) da planta de milho para o
tratamento com o isolado Al (25,04 g = 0.12) foi significativamente superior (p<
0,0001) quando comparada aos tratamentos com Bacillus BC1 (23,66 g + 0,15) e sem
inéculo microbiano T1 (5,76 g £ 0,36). A quantidade de massa seca da parte aérea
(MSPA) da planta de milho para o tratamento com o isolado Al (2,24 g £+ 0,30) foi
significativamente superior (p< 0,0001) quando comparada aos tratamentos com
Bacillus BC1 (1,64 g = 0,26) e sem indculo microbiano T1 (0,63 g = 0,07). As
quantidades de massa fresca e seca das raizes de milho foram significativamente
superiores (p< 0,0001) nos vasos com tratamento com isolado Al (Figura 13).
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Figura 13. Massa fresca e seca de parte aérea e de raiz de milho com in6culo bacteriano
e sem a introducdo de microrganismos em experimento em vasos. Passo Fundo, 2020
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Muitos estudos descreveram as consequéncias do uso da terra para a dinamica
microbiana (LAUBER et al., 2013 ). Nossos resultados mostraram que 0s parametros
do solo s&o alterados de acordo com o uso do solo. E bem sabido que as praticas de
manejo afetam a qualidade do solo e a dinamica dos nutrientes (ALAM et al., 2013 ) e
as comunidades microbianas respondem a essas mudangas (MENDES et al., 2015).

Nossos resultados apoiam fortemente a hipdtese de que as comunidades
microbianas de videira e fragmento de floresta nativa foram montadas de forma
diferente. Neste estudo, mostramos que a abundéncia de bactérias e fungos foram
maiores em solos de videira do que em areas de fragmento de floresta nativa. Além
disso, as analises de caracteristicas macroscopicas iguais entre as col6nias sugeriram
que area de videiras possui uma menor diversidade quando comparamos com a area de
fragmento de floresta nativa, sugerindo pressao de selecéo.

Para o solo videira, as praticas de manejo (fertilizacdo, adicdo de cobre) séo 0s
condutores mais provaveis das diferencas observadas na distribuicdo da abundancia das
espécies. Varios estudos tém mostrado que as transformacdes no meio ambiente devido
a mudanca do uso do solo tém efeito direto na comunidade microbiana do solo, por uma
resposta de grupos microbianos especificos, que altera a estrutura, composicdo e
diversidade (MENDES et al., 2015). Nossos resultados concordam com resultados
anteriores, a videira abrigou uma microbiota exclusiva quando comparamos com
fragmento de floresta nativa. Além disso, encontramos um género altamente abundante
e resistente em érea de videira (Paenarthobacter). E importante enfatizar que essa
bactéria teve seu crescimento mais abundante em solo com alto teor de cobre e fosforo
(videira 120 anos), sugerindo sua resisténcia a metais pesados e principalmente a cobre.

A filtragem ambiental é um fator determinante da montagem da comunidade
(KRAFT et al., 2015 ) e demonstrou causar agrupamento filogenético em comunidades
bacterianas (HORNER-DEVINE; BOHANNAN, 2006 ). Muitos estudos mostraram que
o pH do solo, fosforo e salinidade podem influenciar os processos de montagem da
comunidade bacteriana em varios ambientes (TRIPATHI et al., 2018) Aqui, mostramos
que o cobre e o P do solo mediaram o equilibrio entre a montagem estocastica e
deterministica para subcomunidades abundantes e diversas, respectivamente, em videira

e area de fragmento florestal. Ndo € surpreendente que a utilizagdo por exemplo de
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fertilizantes no solo influencie a composicdo e diversidade da comunidade bacteriana
em multiplas escalas (JIAO et al., 2019) .

Esta conclusdo é apoiada pela nocdo de que espécies abundantes ocupam um
nicho diversificado, utilizam competitivamente uma variedade de recursos e se adaptam
efetivamente ao meio ambiente (JIAO et al., 2017). Diversidades microbianas,
entretanto, sdo restritas pela especificidade do habitat (JOUSSET et al., 2017 ). Os
micro-organismos presentes no solo interagem entre si de diversas formas, podendo
apresentar relagcdes positivas, neutras ou negativas (JOHANSSON et al., 2004). As
dindmicas das relagdes entre microrganismos e plantas podem ser benéficas, muitas das
espécies isoladas podem ser também promotoras do crescimento vegetal.

Também ndo houve diferenca significativa na porcentagem de germinagédo para
as plantas de milho entre os trés tratamentos; em todos 0s vasos germinaram as 5
sementes. Portanto, o isolado A1l aumentou a massa fresca parte aérea (MFPA), a massa
seca parte aérea (MSPA), massa fresca raiz (MFR), massa seca raiz (MSR), massa seca
total (MST) e altura da planta de milho. A maioria dos microrganismos do solo parece
extremamente bem adaptada ao seu ambiente (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2003).
Mas o metabolismo de diferentes microrganismos muda em resposta a diferentes
condigdes ambientais dependendo de fatores como temperatura, pH, concentracdo de
nutrientes e estrutura do solo. Observamos um microbioma cultivavel distinto entre as
areas analisadas, mesmo nos ambientes com o mesmo cultivo e geograficamente
préximos. Coldnias com caracteristicas semelhantes ao isolado Al predominaram no
solo de cultivo de videira centenaria (120 anos), que teve maior relacdo com atributos
de teor de argila e distribuicdo de fésforo. Evidenciando que o microbioma se diferencia
em resposta ao uso e manejo do solo. Varios estudos vinculam a resposta fisioldgica do
hospedeiro ao estado de fosfato do solo com a presenca de bactérias (CASTRILLO et
al., 2017; KEMEN et al., 2018), estudos mostraram microbiomas bacterianos sutilmente
diferentes em condigdes repletas de P (CASTRILLO et al.,, 2017), mas ndo em
condicdes de deplecdo de P (FABIANSKA et al., 2018). A alteracao de fosforo no solo
provoca mudanca na comunidade microbiana (FINKEL et al., 2019).

Os resultados obtidos mostram que é provavel que o fosforo e a argila

influenciaram na quantidade do isolado Al no solo dentre uma gama de fatores. Isso

ANA LUISA GAYGER 56


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.14815?casa_token=MzstggGJl38AAAAA%3AOPhkU-iUb13jdHvpidSwscUhqYPqz5L9BK0lDtXNKe94UbHLcB3r81yE0-XLGd91RfJhlTSRdYBFy2fkgQ#emi14815-bib-0029
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.14815?casa_token=MzstggGJl38AAAAA%3AOPhkU-iUb13jdHvpidSwscUhqYPqz5L9BK0lDtXNKe94UbHLcB3r81yE0-XLGd91RfJhlTSRdYBFy2fkgQ#emi14815-bib-0031

levanta a hipétese alternativa de que o isolado Al se adapta a ambientes com quantidade
elevada de P e argila e pobres de outros nutrientes. Variagdes no potencial de
solubilizacdo de fosfato por microrganismos tém sido observadas por varios autores
(AZZIZ et al., 2012). Os microrganismos solubilizadores de fosfato podem ser
classificados quanto ao seu indice de solubilizacdo (SILVA FILHO; VIDOR, 2000), os
isolados que apresentam indices menores que 2 sdo classificados como pouco
solubilizadores e isolados com indices entre 2 e 3, como isolados de potencial médio,
enquanto aqueles com indices maiores que 3, muito solubilizadores. Avaliamos o
isolado A1 como solubilizador de fosfato apresentando indice de solubilizacéo de 5,66
em meio Pikovskaya, portanto muito solubilizador.

A deficiéncia de fosforo (P) estd entre os fatores de solo mais graves como
limitante da produtividade de uma cultura. Uma estratégia proposta para aliviar esse
estresse € apoiar as plantas com a inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento
(PGPR). E importante considerar que o desempenho de promogdo do crescimento da
bactéria sera influenciado por fatores bioticos e abidticos no solo. O manejo das
interacdes bactérias, solo e planta tem se mostrado uma ferramenta poderosa tendo em
vista 0 potencial biotecnoldgico dessas interacdes, evidenciado pelo aumento da
produtividade das culturas, redugédo dos custos de producéo pela reducédo do volume de
fertilizantes aplicados e uma melhor conservagdo dos recursos ambientais. Além disso,
os inoculantes sdo compostos de bactérias benéficas que podem ajudar a planta a
atender as suas demandas por nutrientes, com isso, essas bactérias aumentam o
crescimento das plantas, ajudam na germinagédo das sementes, melhoram a massa fresca
da parte &erea e também da massa seca total. A limitacdo de zinco pode ter ocorréncia
generalizada principalmente de problemas de deficiéncia em leguminosas e em cereais
devido a baixa solubilidade do zinco inorganico no solo (CAKMAK, 2008).

A transformacdo microbiana € um mecanismo importante para tornar a forma
indisponivel de zinco do solo disponivel para planta para nutricdo e promocéo de
crescimento. Em casa de vegetacdo, plantas de soja inoculadas com Burkholderia sp.
apresentou a maior altura aérea, que foi 40 e 60% maior do que a do solo / semente nédo
inoculado (FERNANDEZ et al., 2007), observamos no nosso trabalho inoculagdo com

Paenarthrobacter na cultura da soja apresentou altura 114% maior que a testemunha.

ANA LUISA GAYGER 57



No trabalho de Bononi (2020) a cepa de Trichoderma spp. apresentou respostas
positiva na promocao do crescimento da soja de 2,1% para 41,1% (BONONI et al.,
2020). Segundo o trabalho de Mehnaz (2006) Gluconacetobacter melhorou
significativamente o peso da raiz das variedades de milho 18% e 0 peso da parte aérea
1,4 % comparado com testemunha sem inoculacdo. Pseudomonas promoveu
significativamente o peso da raiz 20% e parte aérea 12%, Azospirillum aumentou 20%
peso de raiz e 1,4% parte area comparado com testemunha (sem inoculagéo).
Verificamos no nosso trabalho aumento no peso de raiz 80% e parte area 49,4%
e massa seca total 250% quando comparado com testemunha (sem inoculacéo). A baixa
concentracdo de fosforo no solo reflete uma diminuicéo na producdo de ATP e NADPH
e na expressdo de genes relacionados a fotossintese (LAWLOR et al., 2002). Assim,
essas diminuigdes sdo refletidas no desenvolvimento da planta. Por isso a eficiéncia dos
microrganismos que auxiliam na disponibilidade de P no solo esta correlacionada com
sua capacidade tanto de promover o crescimento das plantas de outras formas quanto de
controlar os fitopatdgenos presentes no solo. Agentes de controle biolégico com
recursos para disponibilizar nutrientes as plantas estdo cada vez mais sendo alvo de
estudos. Nesse contexto, a cepa Paenarthrobacter pode ser promissora como promotora
de crescimento de varias espécies de culturas auxiliando na disponibilidade de fdsforo.
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5. CONCLUSOES

Dessa forma a partir de amostras de solo de cultivo de videira com diferentes anos
de existéncia e de uma &rea nativa foi isolado e identificado o Paenarthrobacter Al.
Esse microrganismo predominou em todas as amostras avaliadas, sendo mais incidente

na area com maiores niveis de fésforo, de um cultivo de 120 anos.

O microrganismo prospectado apresenta potencial como bactéria promotora de
crescimento de plantas por ser capaz de solubilizar fosfato e zinco, promover o aumento
em massa fresca parte aérea (MFPA), massa seca parte aérea (MSPA), massa seca total
(MST) e altura da planta de soja e de milho, além de promover o aumento de massa

fresca de raiz (MFR) e massa seca de raiz (MSR) para o milho.
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ANEXOS



ANEXO | - Anélise quimica do solo com cultivo de videira e &rea nativa

Parametros 12 anos 60 anos 120 anos Nativa
Argila % 30 25 21 13
pH/H20 5,9 6,9 5,9 5,6
indice SMP 6,1 6,6 6,1 5,6
P mg/kg™ 33,5 12,5 102,5 14,5
K mg/kg™ 285 106 285 416
M.0.% 3,4 5,8 6 10,1
Al cmolc kg™ 0 0 0 0
Ca cmolc kg™ 8,5 17,4 12,2 21,4
Mg cmolc kg™ 2,5 5,3 2,8 3,8
CTC efetiva cmolc kg™ 11,7 23 15,7 26,3
CTC pH7,0 cmolc kg™ 15,6 25,2 19,6 33,2
H+Al cmolc kg™ 3,9 2,2 3,9 6,9
Bases% 75 91,3 80,1 79,2
Al% 0 0 0 0
k% 4,7 1,1 3,7 3,2
Ca% 54,4 69,1 62,2 64,5
Mg% 16 21,1 14,3 11,5
Smgkg™ 14,6 21,6 16,6 36
Zn mg kg™ 30 50,5 67,5 19,2
Cu mg kg™ 20,9 440 600 0,3
B mg kg™ 0,5 0,59 0,54 1,33
Mn mg kg 48 14 42 39




ANEXO Il - Resultados da analise de componete principais (PCA)

Parémetros PC1 PC2 PC3 PC4
Argla % -0.26300291 0.10546255 4.283755320 0.09768069
pHH20 -0.22527774 0.23841398 4.108761814 0.21136271

Indice SMP -0.29249620 0.13819329 -0.075855860 -0.10670720

Pmgke!’ -0.10425064 -0.18021602 0.455684890 000071935

K ngkg’ 0.27605410 -0.17079317 0086988681 -0.06660964
M.O.%% 0.27057562 0.14930286 0.190722941 -0.13886616

Ca cmolk kg’ 0.20472470 0.26321501 0.073436882 0.12899219

Mg cmole kg™ -0.02583504 0.34134898 0.074740034 0.18669823
CTC efetiva cmolc kg’ (.18381760 0.28205949 0.052117434 -0.06835283
CTC pH7.0 cmnolc kg'l 0.24088171 0.22687057 0059396457 012382784
H+Al cmole kg™ 0.31299044 -0.07668248 0.054016722 0.08670782
Bases% -0.12537890 0.31699460 0.046343462 0. 74202603

k% 0.06361271 -0.33824911 0025392301 013073095

Ca%s 0.01124164 0.32721241 0.183625407 047889726

Mg -0.25947028 0.17154316 -0. 187887703 0.05697479

S mg kg'l 0.28332486 0.16491512 0.007012522 0.01072105
Znme kg! -0.23420785 0.02218594 0.395065243 0.13123046
Cumg kg -0.20847737 0.08941353 0.414260684 0.01229874
Bmokg! 0.30998127 0.09495363 0012810653 0.01783861

Mn mg kg 010525762 0.32576417 0.035645631 002142478

Nota: P - Fosforo, K - Potéssio, M.O - Matéria organica, Ca - Calcio, Mg - Magnésio, H+AI -
Acidez potencial, S - Enxofre, Zn - Zinco , Cu - Cobre, B - Boro,

Mn - Manganés.
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