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RESUMO

FERREIRA, Natalia dos Santos. Potencial biotecnoldgico de Rhizobium (BR 10268) na
brotacdo de mini-toletes de cana-de-acUcar cv. RB867515. 2018. 52 p. Dissertacao
(Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude, Departamento de Entomologia e Fitopalogia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

A aplicacdo de mudas pre-brotadas a partir de mini-toletes € uma tendéncia recente nos
sistemas de producdo de cana-de-aclcar. Este sistema juntamente com a inoculagdo de
microrganismos promotores de crescimento vegetal podem ser consideradas praticas
sustentaveis para incrementar a produtividade da cultura da cana-de-aglcar. O presente
trabalho buscou caracterizar a estirpe Rhizobium (BR 10268) em nivel filogenético, avaliar
seu potencial em promover o processo de germinacdo de arroz IR 42 e brotagdo de mini-
toletes de cana-de-agucar cv RB867515, verificar a colonizacdo de mini-toletes de cana e
ainda investigar possiveis mecanismos quimicos responsaveis pelo efeito promotor de
crescimento. Analises filogenéticas de genes housekeeping gInll e recA posicionaram a
estirpe em um clado com cinco espécies de Rhizobium. Experimentos conduzidos com
inoculacdo da estirpe em arroz, promoveram o crescimento da parte aérea quando inoculado
com o sobredandante da estirpe. Outro experimento conduzido sob condi¢des axénicas com
mini-toletes inoculados com a estirpe BR 10268 avaliados aos 3, 6, 8, 10, 12, e 14 dias apds
inoculacdo (DAI) demonstraram melhor brotagdo quando comparados ao néo inoculado, com
aumentos significativos (p<0,05) do comprimento da parte aérea e aumento da massa seca da
parte aérea entre os dias coletas. Posteriormente para caracterizacdo de colonizagao endofitica
da estirpe, procedimentos de reisolamento e quantificacdo de amostras de tecidos frescos, com
desinfestacdo supercial de gema desenvolvida neste trabalho e desinfestacdo de raizes por
metodologia tradicional foram realizados. Os resultados indicaram que [(1,8 + 0,92) * 10’
UFC.g" a7 DAl e (4,9 + 2,7) * 10° UFC.g™" a 20 DAI] de gema e raizes [(2,1 + 0,75) * 10°
UFC.g" a 7 DAl e (5,6 + 4,59) * 10* UFC.g™* a 20 DAI] poderam ser recuperados. Analises
por BOX-PCR confirmaram a identidade das bactérias recuperadas e a estirpe ndo foi
detectada no controle ndo inoculado. A colonizacdo endofitica em 3 e 8 DAI também foi
confirmada por microscopia confocal de varredura a laser usando um derivado da BR 10268
expressando mCherry. Apds identificacdo de aceleramento da brotagéo e elevada colonizacao
da estirpe no tecido interno de cana, analises utilizando uma solucdo de sobrenadante da
estirpe em meio definido, foi realizada através de cromatografia de gas espectrometria de
massa em monitoramento seletivo idnico (GC-MS/SIM). Os resultados indicaram a presenca
de fitohormdnios produzidos pela estirpe: acido indol acético (30,23) citocinina (3,39) e
acidos giberelicos ativos e inativos GAs, GA4, GA7, GAg, GA1, e GAy (22,52; 33,45; 20,59;
5,71; 10,11; 3,22 e 13,66 ng.mL™, respectivamente. Portanto, o presente estudo confirma que
Rhizobium sp. (BR 10268) € um enddfito, efetivo da cana-de-agucar, que estimula a brotacéo
da parte aérea de mini-toletes, através da producdo de fitohormonios vegetais que podem ser
utilizados para fins biotecnologicos.

Palavras-Chaves: hormonios vegetais ; colonizacdo endofitica; microscopia confocal.



ABSTRACT

FERREIRA, Natélia dos Santos. Biotechnological potential of Rhizobium (BR 10268) in
the germination of mini-setts of sugarcane cv. RB867515. 2018. 52 p. Dissertation (Master
in Applied Biotecnology and Plant Health). Institute of Biological Sciences and Health,
Departament of Entomology and Plant Health, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2018.

The application of pre-germinated seedlings from mini-toletes is a recent trend in sugarcane
production systems. This system together with the inoculation of plant growth promoting
microorganisms can be considered sustainable practices to increase the productivity of the
sugar cane crop. The present work aimed to characterize the Rhizobium strain (BR 10268) at a
phylogenetic level, to evaluate its potential in promoting the process of germination of IR 42
rice and sprouting of sugarcane mini-setts cv.RB867515, to verify the colonization of mini-
and investigate possible chemical mechanisms responsible for the growth promoter effect.
Phylogenetic analyzes have positioned the strain in a clade with five microsoimbionte species
of legumes based on tree topologies of housekeeping genes ginll and recA indicating that the
strain is not a new species of Rhizobium. Experiments conducted with inoculation of the rice
strain promoted shoot growth when inoculated with the overdose of the strain. Another
experiment conducted under axenic conditions with mini-toletes inoculated with the BR
10268 strain evaluated at 3, 6, 8, 10, 12, and 14 days after inoculation (DAI) demonstrated
better sprouting when compared to uninoculated, with significant increases (p<0.05) of the
aerial part length and increase of the dry mass of the aerial part between the collection days.
Subsequently, for characterization of endogenous colonization of strain, repositioning and
quantification of fresh tissue samples, with yolk disinfestation in this work and root
disinfestation by the work. The results indicate that [(1.8 + 0.92) * 107 CFU.g™ at 7 DAI and
(4.9 + 2.7) * 10° CFU.g ™ at 20 DAI] of yolk and roots [ (2.1 + 0.75) * 10° CFU.g™ to 7 DAI
and (5.6 + 4.59) * 10* CFU.g™ to 20 DAI] could be recovered. Analyzes by BOX-PCR
confirm the identity of the recovered cells and the undetected strain in the uninoculated
control. Endophytic colonization at 3 and 8 DAI was also confirmed by laser scanning
confocal microscopy using a derivative of BR 10268 expressing mCherry. After identification
of shoot acceleration and high colonization of the strain in cane internal tissue, analyzes using
a supernatant solution of the strain in defined medium were performed by gas
chromatography mass spectrometry in ionic selective monitoring (GC-MS / SIM). The results
indicate the presence of phytohormones in the range: indoletic acid (30,23) cytokinin (3.39)
and active and inactive gibberellic acids GAz, GA4, GA7, GAg, GA1 and GAy (22,52; 33, 45;
20,59; 5,71; 10,11; 3,22 and 13,66, ng.mL™, the obligatory motif of the present study
confirmed by Rhizobium (BR 10268) is an effective endophyte of sugarcane, which stimulates
the sprouting of the aerial part of mini-toletes, through the production of vegetable
phytohormones that can be used for biotechnological purposes.

Key words: plant hormones; endophytic colonization; confocal microscopy.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado o maior produtor de cana-de-agucar a nivel mundial, em sua
Gltima safra 2016/2017 chegou a alcancar 657,18 milhdes de toneladas de producédo. Esta
cultura apresenta uma posi¢do de destaque no agronegdécio brasileiro, servindo como fonte de
acucar e etanol para os mercados interno e externo (CONAB, 2017).

O sistema de plantio de cana mecanizada mais adotado no pais utiliza como material
de plantio colmos de cana picotados. Esses colmos sdo enterrados nos sulcos de plantio e
contém as gemas que ap0Os a brotacdo ddo origem as plantas. Pelo fato do processo de
brotacdo ser de eficiéncia variavel, para garantir um estande homogéneo e com um minimo de
falhas, grandes quantidades, frequentemente superiores a 20 t.ha™, de colmos s&0 comumente
usados nos sistemas mecanizados de plantio (LANDELL et al., 2012). No sentido de melhorar
esse panorama, uma tendéncia € o uso de mudas pré-brotadas (MPB), desenvolvida pelo
Instituto Agronémico de Campinas (IAC).

Esse método visa a multiplicacdo de mudas sadias com alto padrdo de fitossanidade e
robustez de plantas para formacdo de viveiros de canaviais, a partir de gemas obtidas de
colmos de cana, os chamados minirrebolos, mini-gemas ou ainda mini-toletes. Essa técnica
busca a producdo de mudas de forma mais eficiente com potencial de diminuicdo de difusdo
de pragas e doencas, e com a possibilidade da introducdo de novas varietais no campo. Esse
método permite uma maior padronizacdo do material de plantio e diminui substancialmente
para o plantio de um hectare de cana, o consumo de mudas descresce de 18 a 20 t.ha™ do
plantio mecanizado para 2 t.ha™* adotando o sistema MPB (LANDELL et al., 2012).

A fase da producdo das mudas pré-brotadas a partir de mini-toletes representa ainda
uma oportunidade para melhorar o desempenho desse material pela introdugdo de agentes
promotores de crescimento vegetal, como pelo uso de bactérias promotoras de crescimento
(BPC). A inoculacdo de culturas com bactérias benéficas que possuem capacidade de induzir
o crescimento da planta através da fixacao bioldgica de nitrogénio e producédo fitohormonios é
uma prética adotada em leguminosas com resultados comprovados e na cultura da cana-de-
actcar estudos indicam beneficios como incrementos na massa seca e produtividades dos
colmos dessa cultura (OLIVEIRA et al., 2003; SCHULTZ et al., 2012). Esta préatica para a
cultura da cana-de-agUcar, tém sido estudado pela Embrapa Agrobiologia, que com base em
avancos nas pesquisas, em 2008, recomendou para esta cultura um inoculante, composto por
uma mistura de cinco estirpes de bactérias: Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe
BR11281"), Herbaspirillum seropedicae (BR11335), Herbaspirillum rubrisubalbicans
(BR11504), Nitrospirillum amazonense (BR11145) e Paraburkholderia tropica (BR11366").

Essas bactérias sdo diazotroficas endofiticas que possuem capacidade de promover
efeitos positivos, que indicam melhoria do crescimento da cana de forma significativa levando
ao aumento de produtividade (REIS et al., 2009). A combinacdo dessas duas tecnologias,
sistema de MPB e inoculacdo de bactérias que possuam potencial de crescimento de planta,
podem ser uma tecnologia de baixo custo e de favorecimento vegetal que ajudariam a um
aumento de produtividade e prolongamento do canavial. As pesquisas de desenvolvimento de
inoculantes, no Brasil, ao longo dos anos, foram realizadas de forma mais dirigida para
atender as leguminosas. Recentemente, estudos tém sido elaborados visando também os
inoculantes para as gramineas. Embora exista a recomendacdo de um inoculate para a cultura
da cana-de-acucar, envolvendo as cinco estirpes, poucas sao as informagdes que possibilitem
cultivos nas industrias das estirpes recomendadas. Estudos recentes relataram o isolamento de
rizobios dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium de raizes de cana-de-agucar (ROUWS et
al., 2013). Ensaios de promocgéo de crescimentos com algumas dessas bactérias indicaram o
potencial de um isolado de Rhizobium sp. (P5-2 = BR 10268) de acelerar a brotacdo de mini-
gemas de cana-de-agucar (MATQOS, 2017).



2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho buscou caracterizar a estirpe Rhizobium sp. (BR 10268) em nivel
filogenético, avaliar seu potencial em promover o processo de germinagdo de arroz IR 42 e
brotacdo de mini-toletes de cana-de-agucar cv.RB867515, verificar a colonizagdo da estirpe
em cana e ainda investigar possiveis mecanismos quimicos responsaveis pelo efeito promotor
de crescimento vegetal.

2.1 Objetivos Especificos
a) Inferir o posicionameneto filogenético da estirpe.

b) Avaliar o efeito da inoculagéo na germinagdo de arroz e brotagdo de mini-toletes de
cana-de-agucar em experimentos controlados.

C) Quantificar e confirmar a densidade da estirpe em plantas de cana-de-agUcar
inoculadas através do reisolamento da bactéria.

d) Confirmar o estabelecimento da estirpe nos tecidos de mini-toletes de cana-de-agucar
atraveés do uso da estirpe marcada e visualizagdo por microcopia de varredura confocal a laser
(CLSM).

e) Verificar a producéo de fitohormonios ou outras substancias produzidas pela estirpe.


http://farmaciasempreviva.com.br/produtos/fitohormonios/

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Aspectos gerais da cultura da cana-de-agucar

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma graminea tropical semiperene, pertencente
ao Reino Plantae; Divisdo Magnoliophvta; Classe Liliopsida; Ordem Cyperales; Familia
Poaceae, género Saccharum, suas principais espécies sdo: Saccharum officinarum L, S.
spontaneum, S. robustum, S. sinense e S. barberi. Possui a forma da inflorescéncia tassel, que
é um panicle de ramo aberto, o crescimento do caule é em colmos e as folhas apresentam
laminas de silica em suas bordas e bainha aberta (SALLA, 2008). Seu metabolismo é do tipo
C4, adaptado a altas temperaturas e intensidade luminosa devido sua eficiéncia na conversao
de energia radiante em energia quimica.

O clima ideal para producdo de cana-de-acucar € constituido de duas estacdes: quente
e Umida. A estacdo quente proporciona a brotagdo, perfilhamento e desenvolvimento da planta
e a estacdo fria e seca contribui para a maturacdo e acumulo de sacarose (SILVA, 2009). No
pais sua expansdo ocorre em diversas regides tropicais e subtropicais, essa promocao de
diferentes ambientes para o cultivo da mesma, proporciona a producdo de cana de aglcar e
etanol o ano inteiro. No Nordeste, a safra acontece nos meses de outubro a marco e no
Sudeste, Sul e Centro-oeste nos meses de abril a agosto, surgindo épocas de plantio que
variam de uma regido para outra (SALLAS, 2008). Essas épocas sdo conhecidas como: cana
de ano-e-meio (18 meses) periodo de plantio de fevereiro a abril, plantio de cana de ano (12
meses) que equivale a setembro e novembro, cana de inverno (12 meses) periodo de plantio
de maio a agosto, plantio de dois verdes (24 meses) periodo de plantio de dezembro a janeiro
(DE MARIA et al., 2016).

Seu cultivo ocorre em mais de 120 paises, hoje 0 maior produtor desta cultura é o
Brasil, seguido pela India, China, Tailandia e Paquistio (FAO, 2017). O Brasil possui
lideranca na producdo e exportacdo de acucar e ocupa segundo lugar na producdo e
exportagdo de etanol, chegando a produzir na safra de 2016/2017 um total de 38.691.100 de
toneladas de acUcar e 27.807.523,0 litros de etanol proveniente de cana-de-agucar.

A producéo brasileira para safra de 2017/2018 est4 estimada em produtividade de
72.734 kg.ha', sendo observado um aumento de 0,2% em relacdo a safra passada que
alcancou uma produtividade de 72,623 kg.ha™. Este pequeno aumento é considerado
relevante, pois demostra a expectativa de recuperacdo das lavouras nas regides
Norte/Nordeste de 8,1% (CONAB, 2017).

3.2 Sistema de mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-acUcar

O plantio convencional de cana-de-agucar utiliza uma metodologia robusta para
introducdo de material em campo, adotando o uso da mecanizacdo onde ocorre a sulcacdo,
distribuicdo, deposicdo e cobrimento de unidades propagativas no solo (JADOSKI et al.,
2012). As mudas utilizadas sdo partes do colmo que podem variar de 1 a 3 gemas chamadas
de “colmo-semente”. A utilizagdo desta metodologia exige altos consumos de matéria-prima e
dependendo da época de plantio, até 10 a 20 toneladas de material podem ser requeridos por
hectare. Esse material nem sempre possui um padrédo fitossanitario adequando e podem
apresentar desuniformidades, oriundas de fatores fisioldgicos, morfoldgicos, climaticos e de
manejo (XAVIER et al., 2014).

Neste contexto, em 2012 o Instituto Agronémico de Campinas (IAC), desenvolveu
uma tecnologia denominada de sistemas de mudas pré-brotadas (MPB). Este sistema
representa um novo conceito no método de multiplicagdo de cana-de-agUcar, que visa reduzir
o volume de material usado convencionalmente no plantio, atraves da producdo de mudas em
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tubetes nas condicdes de viveiro que podem contribuir para a obtencdo de plantas sadias,
vigoras, apresentando alto padrdo fitossanitario que posteriormente podem ser utilizados em
condigOes de campo (LANDELL et al., 2012). Com esse sistema, a partir de uma tonelada
poderiam ser plantados aéreas com até 300 hectares por pelo menos 17 meses, sendo que o
convencional ndo alcancaria 30 hectares (COPLANA PRODUTOR, 2013).

Para formacdo deste sistema MPB as gemas devem ser oriundas de viveiros
completamente livres de doengas, sem mistura varietal, tendo idade de seis a dez meses,
acompanhados de tratamento térmico e procedimentos de “roguing” contendo amostras para
diagndsticos de doencas. A producdo deste sistema consiste em: corte do mini-toletes: ocorre
a fragmentacao da cana em no, onde ficam localizados as gemas, através do uso de sistema de
guilhotina com lamina dupla desinfestada contendo espacamento de 3 cm; tratamento dos
mini-toletes: ocorre a selecdo visual das canas cortadas com gemas saudaveis e tratamento
fangico e térmico (52°C por 30 min); Brotacdo: 0s mini-toletes sdo plantados em “caixas de
brota¢do” contendo substrato adequado para producdo de mudas (repicagem: apds o periodo
de pré-brotacdo as gemas sdo colocadas em tubetes individualizados); aclimatizacao fase 1:
as mudas sdo colocadas em estufa ou casa de vegetacdo por 21 dias, sendo que apds sete dias
ha o aumento de incidéncia de luz para primeira adaptacdo a tempertura ambiente;
aclimatizacédo fase 2: esta é considerada a etapa final, onde as mudas sdo colocadas em
bancadas e exposta completamente ao sol, para adaptacdo as condi¢des de plantio no campo;
mudas pré-brotadas finalizadas: ao final de 60 dias , periodo do ciclo completo as mudas
sdo retiradas dos tubetes e estdo prontas para serem plantadas (LANDELL et al., 2012).

a4

ARAR
SaARARe
AABANES

—

Figura 1. Sequéncia de etapas do Sistema MPB: corte do mini-tolete (A), tratamento quimico (B), caixa de
brotacéo (C), aclimatacéo 1 (D), aclimatacdo 2 (E), MPB finalizado (F) (Adaptado de XAVIER et al., 2014).



3.3 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Uma forma muito conhecida de promogéo de crescimento vegetal ocorre entre plantas
da familia de leguminosas e rizébios, que se envolvem em uma relacdo endossinbidtica em
que a planta forma nodulos nas raizes para hospedar as bactérias que convertem nitrogénio
molecular (N,) em amonio que pode ser usada pela planta. Porém diversos estudos estdo
voltados para a compreensdo sobre esse processo em plantas da familia Poaceae (gramineas),
pois as mesmas assim como as leguminosas apresentam potencial para estabelecer interagdes
com bactérias presentes no microbioma das plantas. Essas bactérias pertencem a diversos
géneros, como por exemplo: Azoarcus, Burkholderia, Gluconobacter, Herbaspirillum,
Klebsiella, Pantoea e Rahnella (KANDEL et al., 2017).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria
ou PGPB em Inglés), sdo definidas como um grupo heterogéneo de bactérias que podem se
associar a rizosfera, rizoplano e tecidos internos de plantas através de mecanismos que
podem influenciar e/ou facilitar o crescimento da planta (ESTRADA et al., 2013; FAN et al.,
2011). No caso da colonizagdo interna, esses microrganismos sdo conhecidos como
endofiticos. Os mecanismos de promocdo de crescimento vegetal podem ser conceituados
como mecanismos diretos e indiretos (GAMALERO & GLICK, 2011, GLICK, 2012).

Os mecanismos diretos sdo processos que ocorrem apos interacdo entre bactéria e as
plantas, onde a planta é capaz de suprir alguns de seus nutrientes, incluindo nitrogénio,
fosforo e ferro ou quando as bactérias estimulam o crescimento da planta através do
fornecimento ou regulagdo de hormonios vegetais que incluem a auxina, citocinina, giberelina
e etileno. Os mecanismos indiretos sdo efeitos da promocdo de crescimento vegetal
decorrentes da atividade de grupos microrganismos que limitam ou previnem os danos as
plantas que poderiam ser causados por varios agentes patogénicos. Entre esses efeitos
destacam-se a producdo de antibioticos, sintese de compostos volateis, inducao de resisténcia
sistémica para patogénicos de plantas (0 estresse bidtico) e protecdo contra condicdes
ambientais prejudiciais (estresse abiotico) (ARRUDA et al., 2013; LIU et al., 2013; VARGAS
etal., 2012, GLICK, 2012, KANDEL et al., 2017).

As bactérias que colonizam a planta externamente e as endofiticas, utilizam
mecanismos semelhantes para induzir o crescimento vegetal através de mecanismos acima
citados. Uma diferenca do ponto de vista ecoldgico, entre os dois tipos é que as bactérias
externas estdo mais suscetiveis a mudancas abioticas nas condi¢Ges do solo diferentemente
dos endofiticos que estariam em um ambiente protegido (GLICK, 2012).

3.4 Rizébbios endofiticos associados a plantas ndo-leguminosas

Rizdbios (géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium entre outros), conhecidos como
microssimbiontes de plantas leguminosas também tém sido encontrados em associagcdo com
plantas de outras familias como as Poaceae (ROUWS et al., 2013; BENEDUZI et al., 2013).
Diversos estudos demonstram a colonizagdo de rizobios em raizes de gramineas e seu efeitos
na promocdo de crescimento destas plantas. YANNI et al. (1997) foram o0s primeiros a
isolarem rizébio endofitico em raizes de gramineas. O mesmo isolou o Rhizobium
leguminsarum bv. Trifoli de tecidos internos de raizes de arroz cultivados em rotacdo com
trevo de berssem (Trifolium alexandrinum L.). Em seus estudos verificou que o rizébio
promoveu a promocdo de crescimento em plantas inoculadas sob condicdes gnobidticas/
campo e que o possivel efeito poderia esté relacionada a producéo de fitohormonios.

CHAINTREUIL et al. (2000) investigaram a presenca de rizébios endofiticos dentro
das raizes do arroz selvagem Oryza breviligulata, que € o ancestral do arroz cultivado
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africano Oryza glaberrima, os resultados indicavam que a colonizacdo de rizbios em raizes
de arroz, ocorria através a penetracdo destas bactérias nas raizes de plantas ocasionadas por
rupturas no tecido vegetal e fissuras criadas durante a emergéncia. FISCHER et al. (2012)
utilizaram a andlise de transcrito 16S e nifH em diferentes tecidos vegetais da variedade de
cana-de-acucar cv.RB867515 para verificacdo do microbioma da cana e obtiveram como
resultados a descoberta de uma ampla diversidade de sequéncias nifH de
Ideonella/Herbaspirillum anteriormente ndo caracterizada filotipos relacionados em brotos,
bem como Bradyrhizobium sp. e Rhizobium nas raizes.

BURBANO et al. (2011) investigaram a comunidade bacteriana diazotrofica ativas em
raizes de cana-de-acUcar cultivada no campo e outras plantas de trés continentes por
transcricdo reversa do gene nifH. Os autores encontraram nas raizes filotipos de transcri¢éo
nifH muito predominante Rhizobium rosettiformans, sugerindo que este microrganismo
estaria envolvido na fixacdo de nitrogénio associada a raiz com cana-de-agucar, planta que
ndo forma simbioses raiz-nodulo.

Recentemente ROUWS et al. (2013) isolaram por duas estratégias de cultivos
(extracdo direta de extrato diluido e planta isca) Rhizobium e Bradyrhizobium colonizando os
tecidos internos de raiz da cultura da cana-de-agucar da variedade RB867515. ARMANHI et
al. (2018) utilizaram métodos independentes de cultivos para estudar a diversidade do
microbioma de talos e raizes de cana-de-acucar, indicando forte abundancia do genéro
Rhizobium e Bradyrhizobium colonizando endofiticamente e externamente compartimentos da
cultura. Estes trabalhos reforcam a idéia de que microrganismos endofiticos possuem grande
potencial para serem explorados e utilizados em fins biotecnoldgicos para cultura de interesse
agronémico.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Localizagdo Experimental

Os experimentos do presente trabalho, foram realizados nos Laboratérios de: Ecologia
Microbiana (LEMI), Genética e Bioquimica (LGB), Multiusuario de Biologia Molecular
(LMBM), Gramineas (LG) e Nucleo de Microscopia Avancada (NMA), localizados no Centro
Nacional de Pesquisa em Agrobiologia (CNPAB) da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), situada no municipio de Seropédica-RJ e andlises de
espectrometria de massa com cromatografia gasosa em monitoramento seletivo de ions (GC-
MS / SIM), foram realizadas no Laborat6rio de Biotecnologia Vegetal, Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB) em Campina Grande, PB em colaboragdo com Professor Doutor Carlos
H.S.G. Meneses.

4.2 Estirpe bacteriana, meios e condigdes de cultivo

A estirpe Rhizobium sp. (P5-2 = BR 10268), foi obtida da Centro de Recursos
Bioldgicos Johanna Ddbereiner (CRB-JD). Os meios de culturas utilizados para seu culltivo
foram (Anexo): YM (Yeast Mannitol, VICENT, 1970), TY (Yeast-Triptone, VICENT, 1970)
e RDM (Rhizobium Definied Medium; BISHOP et al., 1976) modificado. Para obtencdo de
culturas puras o seu cultivo foi realizado em meio de cultura sélido de acordo com o fim de
interesse em 28-30°C por 1-3 dias. Culturas liquidas foram incubadas em incubadora tipo
‘shaker’ com rotagcdo de 150 rpm a 30°C.

4.3 Caracterizacao genética
4.3.1 Extracdo de DNA e analises de PCR

Células para extracdo de DNA foram obtidas por cultivo da estirpe BR 10268 em meio
TY liquido conforme descrito em item 4.2. Uma aliquota de 1 mL da cultura foi transferida
para um microtubo, as células foram precipitadas em uma centrifuga de bancada a 12000 rpm
por 2 min. O precipitado celular foi usado para extragdo do DNA com a utilizagdo do kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante.
As andlises das reacdes de PCR dos genes glnll, recA e nifH, foram preparadas usando como
molde o DNA extraido da estirpe em estudo, utilizando o Kit Go tag DNA polimerase
(Promega). Agua ultrapura estéril foi usada para completar o volume final 25 uL para cada
reacdo. As condicBes de amplificacdo estdo na Tabela 1.

4.3.2 Eletroforese em gel

O DNA extraido foi analisado por meio de eletroforese em gel de agarose (0,8%),
durante 60 minutos a 100 Volts, preparado com tampéao Tris-Acetato-EDTA (TAE 1X). A
amostra foi aplicada no gel sendo misturado 2 pL de tampdo tipo loading (2x) (concentracdo
inicial 10x) e 2 pL de DNA extraido. O gel foi corado com brometo de etidio. (0,5 pg. mL™) e
descorados em agua destilada. O mesmo procedimento foi utilizado nos produtos de PCR e
BOX-PCR com algumas modificagdes: para os produtos de PCR dos genes 16S rRNA, ginll,
recA e nifH, foram utilizados gel de agarose (2%) em tamp&o TAE 1X. Em cada pogo do gel
foi aplicado uma mistura de 2 uL de loading (2x) e 2 uL de produto de PCR (o mesmo para o
controle negativo) e uma mistura de 1 pL de loading (2x) e 2 pL do marcador low mass. A
eletroforese ocorreu a 90 V durante 90 minutos.
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Tabela 1: Relacdo dos genes, iniciadores, sequéncias e ciclos utilizados para caracterizacdo genética da estirpe BR 10268.

Genes Iniciador Sequéncia 5°-3’ Ciclos Volume final por reacéo
Buffer sem cor: 1 x;
MgCl,: 1,50 mM;
12 F YAAGCTCGAGTACATYTGGCT 95°C 5°, 14 x (95°C 1’, 62°C, dNTP: 0,20 mM;
0,3°C/ciclo), 72°C 2’, glnll 12 F: 0,20 uM;
Wglnll 18 x (95°C 17, 58°C 1, glnll 689R: 0,20 pM;
689 R TGCATGCCSGAGCCGTTCCA 72°C 2%) Tag DNA polimerase: 1,25 U.
(24 uL de Mix + 1 pL de DNA)
Buffer sem cor:1 x;
MgCl,: 0,25 mM;
6F CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA 95°C 5°, 14 x (95°C 1’, 62°C, dNTP: 0, 25 mM;
0,3°C/ciclo), 72°C 2°, recA 6 F: 0,50 pM;
@ recA 18 x (95°C 17, 58°C 1, recA 555 R: 0,50 UM;
555 R ATCGAGCGGTCGTTCGGCAAGGG 72°C 27%) Tag DNA polimerase: 1,50 U.
(24uL de Mix + 1 pL de DNA)
Buffer sem cor: 1 x;
nifH | AGCATGTCKCSAGYTCNTCCA 95°C 3°, 18 x (95°C 1’, 65°C, MgCl,: 1,75 mM;
-0,5°C/ciclo), 72°C 2, dNTP: 0,25 mM;
@) nifH 18 x (95°C 1°, 56°C 1, nifH 1: 2,00 pM;
nifH F ACGGNAARGGSGGNATCGGCAA 72°C 2°) 72°C 5° nifH H (estoque 10 pM) 2,00 pM;

Tagq DNA polimerase: 1,25 U.
(23 pL de Mix + 2 pL de DNA)

W VINUESA et al., 2005; P GAUNT et al., 2001;® LAGUERRE et al., 2001.



4.3.3 Sequenciamento e analises de sequéncias de genes

Os produtos de PCR foram sequenciados com o kit Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction 3.1 v (Applied Biosystems — ABI) em sequenciador automatico
de DNA ABI 3730x1 (Applied Biosystems), de acordo com o manual do fabricante. As
sequéncias foram analisadas manualmente com a ajuda do software BioNumerics 7.6
(Applied Maths, Bélgica). As sequéncias de todos os genes foram verificadas com analises de
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
(ALTSCHUL et al., 1997). Alinhamento e analise filogenética foram conduzidos usando o
software MEGA 6 (TAMURA et al.,, 2013). Alinhamentos de sequéncias foram gerados
usando a ferramenta Muscle (EDGAR, 2004) no MEGA 6. Utilizando o software MEGA 6, a
sequéncia da estirpe foi alinhada com as sequéncias de genes de estirpes tipos de todas as
espécies descritas do género Rhizobium. Em seguida, as sequéncias alinhadas porém néo
editadas, sendo utilizado a opgao “complete deletion” no MEGA 6. As arvores filogenéticas
foram calculadas usando o método de construcdo maximum-likelihood (ML),
(FELSENSTEIN, 1985). O modelo mais adequado para o célculo das arvores filogenéticas foi
determinado para o alinhamento das sequéncias usando a ferramenta de selecdo modelo
integrado do MEGA 6. A confiabilidade da topologia das arvores filogenéticas foi avaliada
utilizando o método de bootstrap com 1000 pseudoreplicatas (FELSENSTEIN, 1985).

4.4 Ensaio de germinacdo com arroz e deteccdo de fitohormonios
4.4.1 Cultivo bacteriano e preparo de sobrenadante

A estirpe BR 10268 foi cultivada em 50 mL de meio RDM maodificado liquido,
conforme indicacGes do item 4.2. Ap6s o crescimento da estirpe, 25 mL de suspensdo
bacteriana foi centrifugado durante 10 min, 4.000 rpm a 4°C, (centrifuga Eppendorf 5810,
rotor de angulo fixo) para sedimentacdo de células. Dentro do gabinete de fluxo laminar o
sobredandante foi esterilizado por filtracao (filtro millipore 0,22 um). Aliquotas de 1,5 mL do
sobrenadante foram secas a vacuo em aparelho Speed Vac (fabricante Labconco, modelo
Centrivap Cold Trap) e enviadas para analises de fitohormdnios. O restante do sobrenadante
estéril, como também o restante da cultura de BR 10268 foram utilizados nos experimentos de
inoculacdo de arroz.

4.4.2 Inoculacéo de sementes de arroz

O delineamento experimental foi composto por 4 tratamentos, 10 repeti¢des e 1 ponto
de coleta (6 DAI). Os tratamentos foram: Ty (tratamento controle com apenas meio de cultura
sem crescimento bacteriano), T (tratamento com meio de cultura sem crescimento bacteriano
+ 4cido giberélico (GAs, 50 mg.L™Y), T, (tratamento com sobrenadante apds crescimento da
estirpe BR 10268), T3 (tratamento com cultura da estirpe BR 10268). Para conducdo do
experimento, utilizou-se sementes de arroz variedade IR 42. As sementes foram descascadas
manualmente e desinfestadas superficialmente por imersdo em alcool a 70% por 1 min,
seguido por solucdo de peroxido de hidrogénio a 30% por 2 min e 5 lavagens sucessivas em
agua autoclavada estéril. As sementes desinfestadas foram imersas em 20 mL de solucdo dos
respectivos tratamentos pelo periodo de 24 h e cobertos com papel aluminio para protecao das
sementes e solucdes da luz. Apds as 24 h de inoculacdo, foi realizada a semeadura das
sementes em caixa gerbox (caixas de poliestireno transparente de 12 x 12 cm) as quais foram
previamente desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio NaClO a 3 %, com sucessivas
lavagens em agua destilada estéril. Duas folhas de papel germitest estéreis umidecidas com
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agua destilada autoclavada foram posicionadas no fundo das caixas. Dentro do gabinete de
fluxo laminar, 15 sementes de arroz por repeticdo de cada tratamento foram dispostos em 3
fileiras contendo 5 sementes em forma equidistante. Para manter a umidade as caixas gerbox
foram lacradas com filme PVC e posteriormente mantidas em incubadora do tipo DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigénio), a uma temperatura de 30°C e fotoperiodo de 12 h de luz
branca, conforme recomendagfes das Regras para Analises de Sementes-RAS (BRASIL,
2009).

4.4.3 VVariaveis analisadas ensaio com arroz

Para o ensaio de arroz realizou-se a contagem de germinacdo (CG), indice de
velocidade de emergéncia (IVE). No dia da coleta (6 DAI), determinou-se a massa de parte
aérea fresca (MPAF), massa de parte aérea seca (MSPA), massa de raiz fresca (MRF) e massa
de raiz seca (MSR). Essa determinacdo foi realizada para o conjunto de 15 plantulas de cada
tratamento/repeticdo. As medicdes foram realizadas com um paquimetro dentro do gabinete
de fluxo laminar, sendo a porcentagem determinada pelo nimero de sementes germinadas em
relacdo ao numero total de sementes. A CG foi realizada 24 h apés a inoculacao, as plantulas
germinadas foram consideradas todas aquelas que emitiram parte aérea maior que 2,0 mm de
comprimento. O IVE foi determinado pela contagem diaria do numero de pléantulas
germinadas, até o dia da coleta. O material vegetal foi acondicionado em sacos de papel, 0s
quais foram conduzidos a uma estufa de circulacdo de ar-forcado para secagem a 60°C por
um periodo de 24 h e posteriormente foi efetuada a pesagem em balanca analitica. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e teste de comparacdo mdaltiplas de média pelo teste t
(LSD) a 5% de probabilidade.

4.5 Analise de cromatografia gasosas acoplada a espectrometria de massa (GC/MS)

As analises foram realizadas na UECG pela equipe de Dr. Carlos Menezes, de acordo
com 0s seguintes procedimentos. A amostra de sobrenadante liofilizada foi dissolvido em 1,5
mL metanol (MeOH). Essa solugéo foi submetida a cromatografia de alta performance (C18-
HPLC) de fase reversa usando uma coluna BonDAlak C18 3,9 x 300 m (Waters Corp., EUA)
e eluidos a 1,5 mL/min com as seguintes fases mdveis: 0 a 5 min, isocratico 28% metanol
(MeOH) em 1% de acido acético aquoso; 5 a 35 min, gradiente linear de 28% a 86% de
MeOH; 35 a 36 min, 86% a 100% de MeOH; 36 a 40 min, isocratico 100% MeOH. Ate 48
fragbes de 1,5 mL cada foram coletadas. As fracdes foram preparadas para injecdo em um
cromatografo a gas / espectrdmetro de massa (GC/MS) com modo seletivo de monitoramento
de ions (SIM) (sistema GC de rede 6890N e detector seletivo de massa de rede 5973; Agilent
Technologies, EUA). Para cada tipo de analito encontrado, 1 pL de amostra foi injetado em
uma coluna capilar DB-1 com 30 m x 0,25 mm i.d. e espessura de filme de 0,25 um (J & W
Scientific Co., EUA). A temperatura do forno GC foi programada para 1 min a 60°C, depois
para 15°C / min a 200°C seguido de 5°C / min a 285°C. O gas carreador de hélio foi mantido
a uma pressao de 30°C. kPa. O GC foi diretamente conectado a um detector de massa seletiva
com uma interface e temperatura de fonte de 280°C, uma tensdo de ionizac¢do de 70 V e um
tempo de permanéncia de 100 ms. O modo de varredura completa (o primeiro teste) e os trés
fons principais dos padrBes internos de fitohormonios de citocinina (CG), acido-3-indol-
acético (IAA) e acido giberélico (GA), suplementados com os compostos encontrados foram
monitorados simultaneamente. O tempo de retencdo foi determinado usando padrdes de
hidrocarbonetos para calcular o valor de KRI (indice de Retencio de Kovats) e, a
quantificacdo dos analitos foi baseada em razdes de pico de cada composto ndo deuterados
(extraidos) para os padrdes deuterados.
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4.6 Ensaios de brotacdo com mini-toletes de cana-de-agucar
4.6.1 Preparo e inoculacéo de mini-toletes

Para avaliar a capacidade de promocdo de crescimento vegetal de cana-de-agUcar,
foram conduzidos dois ensaios com inoculagdo da estirpe BR 10268 em condicOes
controladas. Nos dois ensaios utilizou-se a cultivar de cana-de-agucar RB867515. O primeiro
ensaio foi conduzido em setembro de 2016, sendo os colmos provenientes de uma usina de
producdo de cana-de-agucar Zilor em Quata (SP). O segundo ensaio foi realizado em margo
de 2017, os colmos foram coletados na aérea experimental da Embrapa Agrobiologia —
Terraco. Os mini-toletes (gemas individualizadas) foram obtidos através de cortes realizados
manualmente com a utilizacdo de uma guilhotina com uma Unica lamina. Gemas homogéneas
com 3-3,5 cm de diametro foram selecionadas e submetidos a tratamentos téermico (52°C por
30 min) e antiftingico (Comet®, a base de Piraclostrobina, 1 mL.L™ por 3 min) para diminuir a
incidéncia de fitopatogenos. A estirpe BR 10268 foi cultivada em meio TY liquido, conforme
descrito em 4.2 até atingir uma D.Ogo nm) = 0,8. Em seguida, a cultura foi diluida 100 x em
agua destilada autoclavada estéril e os mini-toletes foram imersos nessa suspensao por 1 h.
Como controle os mini-toletes foram imersos em uma solugdo contendo apenas 0 meio de
cultura, sem as bactérias. Foram separadas aliquotas de 1,0 mL para posterior quantificacdo
de células inoculadas por meio de diluicdo seriada seguida por plaguemento.

4.6.2 Delineamento experimental dos ensaios com mini-toletes

Para o primeiro ensaio utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC),
composto por 2 tratamentos (inoculado e nédo inoculado) com 6 pontos de coleta (3, 6, 8, 10,
12 e 14 dias apos a inoculacdo, DAI) e 8 repeticdes, totalizando 96 parcelas experimentais. O
segundo ensaio foi realizado em delineamento em blocos ao acaso (DBC), composto por 2
tratamentos (inoculado e ndo inoculado), com 5 pontos de coleta (3, 6, 8, 10, 14 DAI) com 7
repeticbes. Os mini-toletes foram plantados em recipientes descartaveis contendo 500 g de
uma mistura autoclavada de areia e vermiculita na proporcdo 2:1 (v/v) colocados em uma
incubadora (primeiro ensaio) e sala de crescimento vegetal equipada com lampadas
fluorescente (segundo ensaio) a uma temperatura de 30°C com fotoperiodo de 12 h. As
irrigacdes foram realizadas a cada dois dias, adicionando-se 30 mL (medida constante) com
agua filtrada estéril em cada recipente.

4.6.3 Variaveis avaliadas dos ensaios com mini-toletes

Nos dois experimentos, nos diferentes pontos de coleta, foram avaliadas as seguintes
variaveis: comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR). Para as determina¢Ges do comprimento de raiz no
primeiro ensaio, utilizou-se uma régua graduada com escala de valores em centimetros. No
segundo ensaio além das variaveis acima citadas, avaliou-se: os sistemas radiculares dos mini-
toletes, que foram escaneados e as imagens foram analisadas utilizando o programa Winrhizo
(Regent Sytems, Quebec, Canada), determinando aérea total projetada (ATP), volume de raiz
(VR), e comprimento total de raiz (CTR). Para as determinacfes de massa seca 0 material
vegetal foi acondicionado em sacos de papel e seco em uma estufa de circulacéo de ar-for¢ado
a 60°C por um periodo de 48 h e posteriormente efetuou-se a pesagem em balanca analitica.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de comparacdo multiplas de média
pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon e teste t (LSD) a 5% de probabilidade.

11



4.7 Reisolamento da estirpe BR 10268 de tecidos de mini-toletes brotados
4.7.1 Conducéao experimental

O material vegetal foi proveniente de um banco de germoplasma da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). O cultivo, tratamento (térmico e quimico) e
inoculacdo da estirpe foram realizados conforme a metodologia adotada no 3.2 e 3.3.1.
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), composto por: 2
tratamentos (inoculado e néo inoculado) x 5 repeticdes x 2 coletas (07 e 20 DAI). Os mini-
toletes foram plantados em recipientes descartaveis contendo 500 g de uma mistura
autoclavada de areia e vermiculita na propor¢do 2:1 (v/v) colocados em uma incubadora do
tipo DBO a uma temperatura de 30°C com fotoperiodo de 12 h. As irrigagdes foram
realizadas a cada dia, adicionando-se 30 mL de agua filtrada estéril em cada recipente até a
data de coleta final

4.7.2 Desinfestacao superficial dos mini-toletes ap6s inoculacéo

Nas datas de coleta, trés mini-toletes em processo de brotagdo por tratamento foram
cuidadosamente retiradas do substrato e lavadas com agua estéril para remo¢do do substrato
aderente. Os mini-toletes foram separados em segmentos: broto, gema e raiz. As amostras
foram pesadas em balanca analitica em ambiente estéril (gabinete de fluxo laminar). Em
seguida, os materiais de broto e de raiz foram imersas em solucdo de solucao de hipoclorito de
sodio NaClO a 2-3% durante 2 min, etanol 70% por 1 min, seguido de 5 lavagens sucessivas
em agua destilada estéril. Para garantir a eficacia da desinsfestacdo, aliquotas da ultima fase
de lavagem foram plaqueadas e o0s brotos e as raizes desinfestados foram colocados
brevemente sobre placas de meio YMA que foram incubadas a 30°C por 3 dias.
Posteriormente as amostras (brotos e raizes) foram tranferidas para um graal, onde se
adicionou-se 6 mL de &gua autoclavada estéril para maceramento manual com pistilo até
obtencdo de suspensdo homogénea. As gemas foram imersas rapidamente em etanol (EtOH)
92,8 % e entdo flambadas. Em seguida, as partes externas foram removidas, usando-se uma
faca esteril através de flambagem. O tecido interno obtido dessa forma de cada gema teve sua
massa determinada com ajuda de uma balanca analitica em ambiente estéril. Depois da
pesagem, as gemas foram imersas novamente em EtOH a 92,8 % e flambadas (2x). O material
de cada gema foi triturado com ajuda de um liquificador industrial previamente desinfestado
com solugdo NaClO a 2%. O liquidificador desinfestado foi lavado com sucessivas trocas de
agua estéril antes do uso e entre diferentes amostras. Como teste de esterilidade, antes do
primeiro uso e entre as diferentes amostras, o aparelho foi acionado apés adi¢do de 200 mL de
agua estéril e aliquotas (50 pL) dessa agua foram plagueadas para verificar a auséncia de
bactérias. As amostras de gemas foram trituradas em um volume de 200 mL de agua estéril
durante aproximadamente 3 min.

4.7.3 Quantificagao de coldnias recuperadas

Aliquotas das suspencdes homogeneizadas foram diluidas seriadamente em solucédo
salina (NaCl 0,8 %) estéril até o nivel 10 para o tratamento ndo inoculado e até 10™ para 0
tratamento inoculado. Aliquotas de 50 pL das diluicdes seriadas foram espalhadas em placas
de meio de cultura TY com uso de uma al¢a de Drigalski. Nesta etapa realizou-se também o
plagueamento cultura pura da estirpe BR 10268 nas diluicdes de 10™ até 10™ para servir como
um controle positivo (comparacdo de col6nias inoculadas com a estirpe pura). As placas
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foram incubadas em DBO a uma temperatura de 28°C, durante 1-3 d para inicio de contagem
de coldnias. A contagem das unidades formadoras de coldnias formadas (UFC) nas placas foi
realizada através de contagem manual em contador de colbnias e as coldnias foram
visualmente comparadas com uma cultura pura de BR 10268. O numero de UFC por grama
de amostra diluida foram calculados a partir da média dos valores obtidos, através da seguinte
formula:

xAxBx20*

X+Y)
N°de UFC/g = X

Legenda:

X= massa dos segmentos (g)

Y= volume de &gua adicionado para a maceracao/trituracdo (mL)

A= nimero de coldnias formadas na placa do nivel de diluicdo selecionado (unidades)

B= fator de diluicdo (102 10° 10* ou 10°)

*= fator de correcdo de aliquota para o volume plaqueado (50 uL) em relacdo ao volume total
(1000 pL); 1000/50=20.

UFC/g = nimero de UFC/ grama de tecido.

4.7.3.1 “Fingerprint” Box-PCR de coldnias inoculadas

Colénias representativas da estirpe BR 10268 e morfotipos de coldnias atipicos
encontrados na contagem de coldnias inoculadas foram colocadas em microtubos contendo
100 pL de agua ultrapura para caracterizagdo do perfil gendmico. Para a realizacdo dessa
técnica 2 uL foram retirados desses 100 pL para a realizacdo do Box-PCR. A reacdo foi
realizada com reagentes do Kit Go Tag DNA com volume final de 25 uL O programa no
termociclador consistiu das seguintes etapas: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 min, seguido
por 35 ciclos de 94°C por 1 min, anelamento a 53°C por 1 min, em seguida 65°C por 8 min e
extensdo final a 65°C por 16 min. O iniciador usado foi o Box AlR (5
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3') (VERSALOVIC et al., 1994). Apds a realizacéo da
PCR, Os produtos de BOX-PCR foram verificados em gel de agarose (2%) em tampéo TAE
1X. Em cada pogo do gel foi aplicado 10 puL de produto do BOX -PCR, 10 uL do controle
negativo (somente a mistura da reacdo) e 4 uL do marcador 1 kb Plus DNA ladder. A
eletroforese ocorreu a 70 V durante 300 m. Ao descorar 0s géis, utilizaram-se trés lavagens de
30 minutos.
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4.8 Obtencao da estirpe BR 10268 marcada com mCherry
4.8.1 Preparacdo de células eletrocompetentes

Para preparacdo de células eletrocompetentes a estirpe BR 10268 foi cultivada em
tubo de ensaio contendo 3 mL de meio de cultura TY, por 24 h a 30° C e 150 rpm. ApGs
crescimento, 500 pL desta pré-cultura foram transferidos para um frasco tipo Erlenmeyer de
250 mL contendo um volume de 100 mL do respectivo meio de cultura, posteriormente foi
incubada sobre as mesmas condicdes acima citada, durante 12 h até atingir uma densidade
otica D.O (go0)= 0,6. Subsequentemente as células foram transferidas para 2 tubos do tipo
Falcon com um volume de 50 mL contendo meio de cultura liquido, sendo os tubos
acondicionados em gelo por 30 min. Para preparacao das células eletrocompetentes utilizou-
se a metodologia adotada por ROUWS et al. (2006), sendo todos os procedimentos realizados
em gelo, seguindo as etapas:

a) Sedimentacao das células: os tubos Falcon contendo células crescida em meio TY, foram
centrifugados durante 8 min a 4.000 rpm sob 4°C (centrifuga Eppendorf 5810R) com posterior
drenagem e descarte do sobrenadante;

b) Primeira lavagem e ressuspensao de células com agua estéril: foram adicionados 25 mL
de agua ultrapura (Milli-Q) estéril gelada em cada tubo, ocorrendo cuidadosamente a
ressuspensdo dos sedimentos bacterianos com pequenos movimentos do tubo. Logo em
seguida foram adicionados mais 25 mL agua Milli-Q estéril gelada para se obter um volume
final de 50 mL de suspensdo. Apos ressuspensdo total de células os tubos foram novamente
centrifugados (08 minutos, 4.000 rpm sob 4°C) sendo descartado o sobrenadante.

¢) Segunda lavagem e ressuspensao de células com glicerol: foram adicionados 25 mL de
glicerol a 10% estéril gelado, sendo os sedimentos bacterianos ressuspendidos (sem
movimentos bruscos por cerca de 1 h), posteriormente as células foram centrifugadas sob as
mesmas condic¢des descritas anteriormente.

d) Término de lavagem e ressuspensdo celular final: apds centrifugagdo descartou-se o
sobrenadante e ao sedimento bacteriano foi adicionado 1 mL de glicerol a 10%. Desta vez a
ressuspensdo foi realizada cuidadosamente com uma pipeta. Apds a completa ressuspensao, as
células eletrocompetentes foram distribuidas em tubos do tipo eppendorf e estocadas a —80°C.

4.8.2 Eletroporacéo da estirpe BR 10268

Para transformacdo das células, aliquotas de 50 uL de células eletrocompetentes foram
descongeladas sobre gelo por aproximadamente 15 min. As células foram transferidas para
eletrocubetas com espaco de 2 mm (BIO RAD) acondicionadas sobre gelo, foi colocado os 50
uL de células eletrocompetentes. Em seguida adicionou-se aliquotas de 0,5 uL de uma
solucdo de DNA do plasmideo pLMB 426 (mCherry). Apds homogeneizacdo a eletrocubeta
foi submetida a pulso elétrico (186 ©Q em modo “high voltage”, 2,5 kV, com constante de
tempo de 0,8 ms) para permitir a entrada do plasmideo na célula. Apos a eletroporacgdo as
células foram rapidamente ressuspendidas em 1 mL de meio, sendo homogeneizada e
transferida para tubo Falcon contendo 25 mL de meio TY e incubada a 30°C com rotacao de
150 rpm durante 2 h para recuperagdo de celulas. Em seguida, aliquotas da suspensao foram
plagueadas em meio TY contendo gentamicina (40 pg/mL) a fim de selecionar os
transformantes.

14



4.8.3 Inoculagéo da estirpe BR 10268 (pLMB 426).

A estirpe selvagem BR 10268 (selvagem) e a estirpe marcada BR 10268 (mCherry)
foram cultivadas conforme o item 4.2. Para o cultivo da estirpe transformada, o antibidtico
seletivo gentamicina foi adicionado na concentracio de 40 ug.mL™. O material vegetal foi
proveniente do banco de germoplasma da UFRRJ, 0s mesmos receberam tratamento térmico e
quimico. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado composto por 2 tratamentos
(inoculado com estirpe selvagem e inoculado com estirpe mutante) x 2 pontos de coleta (3e 8
DAI) e 4 repeticGes. Os mini-toletes foram plantados em recipientes descartaveis contendo
500 g de uma mistura autoclavada de areia e vermiculita na proporgédo 2:1 (v/v) colocados em
uma incubadora do tipo DBO a uma temperatura de 30°C com fotoperiodo de 12 h. As
irrigacGes foram realizadas a cada dois dias, adicionando-se 30 mL com &gua filtrada estéril
em cada recipente.

4.8.4 Microscopia de varredura confocal a laser (CLSM)

Nas datas de coleta, os mini-toletes foram cuidadosamente retirados do substrato e
lavados com &gua estéril para remocdo do substrato aderente. Posteriormente segmentos de
raizes e gemas foram desinfestados superficialmente conforme o item 4.7. 2 e em seguida,
foram cortados longitudinalmente com uma lamina de barbear e visualizados em microscopia
confocal a laser (CLSM) por microscopia de campo de epifluorescéncia no microscopio LSM
700 (Carl Zeiss Oberkochen, Alemanha). Os cortes foram montadas em laminas de
microscopio de vidro com uma gota de tampao fosfato-salino (PBS, 1X). As laminas foram
visualizadas no escuro e examinadas no mesmo dia em que foram preparadas para minimizar
a perda de fluorescéncia. As agregacdes de células com fluorescéncia (vermelha) no material
vegetal foram visualizadas sob comprimentos de onda de excitagdo de 555 nm (canal 1) e 488
nm (canal 2).
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizagdo Genética

Para a caracterizagdo filogenética da estirpe foram utilizados os genes housekeeping
ginll e recA. Embora a amplificagdo por PCR do gene nifH teve éxito, o sequenciamento ndo
pode ser realizado com sucesso e esses resultados ndo serdo apresentados. As analises
filogenéticas foram baseadas na comparacdo das sequéncias nucleotidicas da estirpe
Rhizobium (BR 10268) e as estirpes de referéncia (estirpe-tipo) do género Rhizobium. As
arvores filogenéticas construidas com as sequéncias do gene ginll e recA posicionaram a
estirpe em um clado junto com cinco espécies ja descritas: Rhizobium multihospitium
CCBAU 83401 (HAN et al., 2008), Rhizobium hainanense (CHEN et al., 1997), Rhizobium
freirei PRF 81(DALL'AGNOL et al., 2016), Rhizobium tropici CIAT 889" (MARTINEZ-
ROMERQO et al., 1991), Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (GU et al., 2008 ).

A inferéncia das arvores filogenética obtidas em ambos os genes acima citados
apresentaram baixo valor de bootstrap sendo que o clado obtido do agrupamento formado
para o gene ginll foi de 75% e no agrupamento formado para o gene recA apresentou 41 % de
possibilidades de confiabilidade do agrupamento. Existem algumas pequenas diferengas entre
as filogenias para ambos os genes (Figura 2 e 3). Para o gene gInll (Figura 2) a estirpe se
posicionou mais proxima do Rhizobium tropici CIAT 889", isolada de nddulos de Phaseolus
vulgaris (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991) e Rhizobium miluonense CCBAU 412517
isolada de nodulo raiz de Lespedeza (GU et al., 2008). Para o gene recA (Figura 3) a estirpe
foi agrupada proximo de Rhizobium freirei PRF 81" isolado de Phaseolus vulgaris
(DALL'AGNOL et al., 2016) e Rhizobium multihospitium CCBAU 83401 isolado de vérias
espécies de leguminosas nativas de Xinjiang, China. (HAN et al., 2008) e prdxima ao
Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (GU et al., 2008 ).
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Figura 2: Dendograma da analise filogenética molecular da estirpe BR 10268 ao gene housekeeping ginll. A
arvore foi construida no Programa MEGA versdo 6.0, o método utilizado foi da maxima verossimilhanga
baseado no modelo de Tamura-Nei. Considerando um bootstrap de 1000 repeticdes.
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Figura 3: Dendograma da analise filogenética molecular da estirpe BR 10268 ao gene housekeeping recA. A
arvore foi construida no Programa MEGA versdo 6.0, 0 método utilizado foi da maxima verossimilhanca
baseado no modelo de Tamura-Nei. Considerando um bootstrap de 1000 repetigdes.
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5.2 Deteccéo e quantificagio de fitohormonios bacteriano

Para identificacdo e quantificagdo de fitohormdnios um ensaio foi conduzido para as
analises de cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa com sobrenadante da
estirpe em estudo. No sobrenadante da estirpe de Rhizobium (BR 10268) foram encontrados
0s seguintes reguladores de crescimento vegetal: acido giberélico (GA), acido indol-3-acético
(IAA) e citocinina (CK). As GAs foram 0s compostos encontrados em maiores quantidades,
sequido do &cido indol-3-acético (IAA). Esssa diferenca € quase minima, indicando que 0s
dois compostos sdo 0s mais ativos na biossintese da estirpe BR 10268. Embora tenham sido
evidenciados que a predominancia de fitohormonio produzidos pela estirpe sejam o GA e
IAA, deteccdo de CK em poucas concentragdes indicam que a estirpe produz mais de um
fitohormonio durante seu crescimento (Tabela 2).

Tabela 2: Detecgdo e quantificagdo de fitohorménios através de andlises de espectrometria de
massa com cromatografia gasosa em monitoramento seletivo de ions (GC-MS / SIM) apds
cultivo da estirpe BR 10268 em meio seletivo (RDM) durante 24h de crescimento.

Tipos de horménios Concentracéao (ng.mL'l)

GA; 22,52

GA; 33,45

GA, 20,59

GA; 571

GAy 10,11
GA1, 3,22
GAy 13,66

IAA 30,23

CK 3,39

GA(x) giberilinas ativas e ndo ativas; IAA(acido-3- indol acético); CK (citocinina)
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5.3 Promogao de crescimento vegetal de sementes de arroz inoculados

Para o ensaio realizado com arroz, ndo foram evidenciadas diferengas significativas
pelo teste de t a 5% de probabilidade para as variaveis: CG, IVE, MSPA, MFR e MSR
(Figura 4a, b, d, e). Efeitos estatisticamente significativos foram encontrados somente para a
variavel CPA (Figura 3 c). Esse efeito foi observado ao primeiro ponto de coleta 1 DAI, onde
o0s tratamentos embebidos com sobrenadante (T>) e acido giberélico (T;) foram superiores ao
tratamento controle (Ty) e ao tratamento inoculado com a estirpe BR 10268 (T3) com
incremento de 45% e 44% respectivamente (Figura 4C). Aos 6 (DAI) este aumento
significativo ndo se mantém, ocorrendo uma baixa na atividade do tratamento contendo o
sobrenadante (T,). Estatisticamente somente o tratamento com é&cido giberélico se mantém
superior aos outros.
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Figura 4: Efeito da inoculacdo da estirpe BR 10268 em sementes de arroz sob diferentes tratamentos (da
esquerda para direita): T, (controle), T,(&cido giberélico sintético), T, (sobrenadante da BR 10268) e T5 (cultura
da BR 10268). a) contagem de germinacdo (CG); b) indice de velocidade de emergéncia (IVG); ¢) comprimento
de parte aérea (CPA), d) massa seca de parte aérea (MSPA), e) massa fresca e seca de raiz (MFR e MSR).
Médias seguidas de letras iguais, dentro de cada data, ndo diferem entre si pelo teste t (LSD) a 5% de
probabilidade.
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5.4 Brotacgdo de mini-toletes inoculados com a estirpe BR 10268

A estirpe BR 10268 foi avaliada quanto a capacidade de acelerar a brotagdo de mini-
toletes em dois experimentos conduzidos em condi¢Bes controladas. Para o primeiro
experimento foram encontradas diferencas significativamente superiores para o tratamento
inoculado nos diferentes pontos de coletas em algumas variaveis analisadas. Para a variavel
de comprimento de parte aérea (CPA) os efeitos significativos foram encontrados aos 10 e 14
DA, sendo evidenciados incrementos de parte aérea de 30% e 24% respectivamente (Figura
5a). Para massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) os efeitos ocorrem
aos 8 e 14 dias apds a inoculagdo (DAI), respectivamente com aumento de 104 % e 14 % de
biomassa seca (Figura 5b e d). No entanto para o comprimento de raiz (CR) ndo foram
evidenciadas diferencas significativas entre os tratamentos para 0s pontos de coletas (Figura
5¢).
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Figura 5: Efeito da inoculagdo da estirpe BR 10268 sobre a brotagdo de mini-toletes de cana-de-agucar cv.
RB867515, provenientes de usina de producdo de cana Zilor em Quata (SP), primeiro experimento. a)
comprimento de parte aérea (CPA), b) massa seca de parte aérea seca (MSPA), ¢) comprimento de raiz (CR) e d)
massa seca de raiz (MSR) avaliados sobre diferentes pontos de coleta (3, 6, 8, 10, 12 e 14 DAI). Médias seguidas
de letras iguais, dentro de cada data, ndo diferem entre si pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon, a 5% de
probabilidade.
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No segundo ensaio foram evidenciadas diferencas significativas para as variaveis
comprimento de parte aérea (CPA), massa seca de parte aérea (MSPA) pelo teste t, a 5% de
probabilidade. Para a CPA os efeitos foram encontrados aos 3 DAI, ocorrendo aumento de
parte aérea de 136% seca (Figura 6a). J& para a MSPA essa diferenca significativa é
encontrada aos 6 DAI com incremento de 130,8% de biomassa seca (Figura 6 b). Para as
variaveis: comprimento total de raiz (CTR), massa seca de raiz (MSR), aérea total projetada
(ATP) e volume de raiz (VR) ndo foram encontrados diferencas estatisticamente significativas
para nenhum ponto de coleta (dados ndo mostrados). Esses resultados indicam superioridade
do tratamento inoculado em comparacdo com o tratamento ndo inoculado para ambos 0s
ensaios.
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Figura 6: Efeito da inoculacdo de BR 10268 sobre a brotacdo de mini-toletes de cana-de-aglcar cv. RB867515
provenientes do campo experimental da Embrapa Agrobiologia, segundo experimento, a) comprimento de parte
aérea (CPA) e b) massa de parte aérea seca (MPAS), avaliada sobre diferentes pontos de coleta (3, 6, 8, 10 e 14
DAI). Médias seguidas de letras iguais, dentro de cada data, ndo diferem entre si pelo teste t (LSD) a 5% de
probabilidade.

5.5 Confirmacéo da identidade e quantificacdo da estirpe BR 10268

Colbnias bacterianas foram obtidas de tecidos de mini-toletes desinfestados
superficialmente. Embora essas colbnias apareceram tanto para mini-toletes inoculados como
para 0s nao inoculados, os nimeros foram muito superiores para os inoculados. Realizou-se
uma analise visual das coldnias o que permitiu identificar aquelas parecidas com a estirpe
inoculada BR 10268. Nos casos duvidosos, a técnica de BOX-PCR foi aplicada e permitiu
confirmar o resultado da caracterizacéo visual (Figura 7). Com base na contagem das col6nias
identificadas como BR 10268, foi possivel estimar a densidade dessa estirpe no interior de
raizes, parte aérea e tecido de colmo dos mini-toletes em processo de brotacdo (Tabela 3). Nos
dois pontos de coleta (7 e 20 DAI), ndo foram observadas colnias da estirpe no segmento de
broto ao nivel de deteccdo estabelecido, ocorendo a quantificacdo e recuperacdo de col6nias
somente para 0s segmentos de gema e raiz. Aos 7 DAI o nimero de bactérias BR 10268 foi
mais de 10 vezes superior em tecidos de colmo do que nas raizes. Aos 20 DAI a colonizagéo
da gema se manteve superior ao tecido de raiz, porém em ambos 0s segmentos ocorreu
diminuicdo de densidade de células (Tabela 3). Para o tratamento controle ndo foi observada a
presenca da estirpe, porém observou-se o crescimento de colénias com morfologia semelhante
a estirpe inoculada. Isto porém néo prejudicou a contagem de celulas inoculadas, uma vez que
a analise de BOX-PCR permitiu a distin¢éo dessas col6nias a nivel genético.
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Figura 7: Dendrograma obtido a partir da técnica Box-PCR fingerpriting das amostras representativas de
estirpes recuperadas (tratamento inoculado) e estirpes com caracteristicas que apresentaram um morfotipo
semelhante a estirpe (tratamento ndo inoculado), pela contagem de células depois de diluicoes em série de gema
e raiz de mini-toletes de cana-de-aglcar aos (7 e 20 DAI), ( discriminagdo realizada a nivel dos tratamentos
utilizados). os agrupamentos foram obtidos através do programa Bionumerics 7.6. o algoritmo foi calculado com
base no Dice's, coeficiente de similaridade usando o método grupo par ndo ponderada com o agrupamento de
média aritmética pelo (UPGMA).

Tabela 3: Quantificacdo de células recuperadas da estirpe BR 10268, ap6s maceramento e
trituramento de tecidos internos de segmentos de mini-toletes de cana-de-agucar aos 7 e 20
DAL

NGmero de células da estirpe BR 10268 (UFC.g" de tecido fresco)*

7 DAI 20 DAI
Tratamento Broto Gema Raiz Broto Gema Raiz
Inoculado N.D  1,8+0,9.10° 4,9+2,7.10° N.D 2,140,7.10° 5,6 +4,5.10"
Nio inoculado  N.D N.D N.D N.D N.D N.D

*dados expressos como médias arredondadas * erro-padrdo de duplicatas de placas,com valores expressos em
UFC/ g de massa fresca de segmentos.
N.D nao detectado nos niveis de dilui¢des estabelecidos.
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5.6 Andlise microscopica da interacéo bactéria-planta
5.6.1 Transformacéo da estirpe BR 10268

Para o monitoramento da colonizacdo endofitica da estirpe em estudo nos tecidos
internos de cana-de-agucar, foi realizado um experimento com visualizacdo em microscopia
confocal a laser, envolvendo a transformacdo da estirpe BR 10268 contendo o plasmideo
pLMB 426 que codifica a proteina vermelho-fluorescente mCherry. As observacGes
mostraram que a transformacao da estirpe foi eficiente pelo método de eletroporacédo e que 0s
transformantes apresentaram alto nivel de fluorescéncia vermelha. Apos verificagdo de
crescimento dos transformantes em placa contendo 40 pg.mL™* em meio de cultura TY.
(Figura 8).

Figura 8: Comparacdo da morfologia de coldnias obtidas ap6s diluicGes em série. a) colbnias contendo o
plasmideo pLMB 426 ap6s transformacdo pela técnica de eletroporacdo com visualizacdo de coloracdo vermelha
cultivas em meio TY contendo o antibi6tico gentamicina (setas em vermelho indicam contaminantes, células néo
transformadas); b) células selvagem da estirpe BR 10268 cultivadas em meio TY sem antibidtico.

A dinamica temporal da colonizacdo endofitica dos segmentos de gema e raiz pela
estirpe BR 10268 marcada com gene de fluorescéncia foi avaliada aos 3 e 8 DAI, utilizando a
CLSM. Por meio desta analise, imagens de se¢Oes transversais de z-stacks e cortes ortogonais
foram obtidas em tempo real. Para os cortes de laminas realizadas com as plantulas do
controle (plantas inoculadas com a estirpe selvagem) em ambos os dias, ndo ocorreu qualquer
atividade de fluorescéncia nos segmentos analisados, quando foram submetidos a excitagdo
com lasers a 555 nm (Figura 9 b). No entanto gemas de plantulas inoculadas com BR 10268
transformada (células bacterianas marcadas com o gene que codifica a proteina mCherry)
foram visualizados colonizando os tecidos internos de cana-de-agUcar (Figura 9 c, d, e, f).
Para 0 segmento de gema aos 3 DAI, as amostras analisadas mostravam unidades e agregados
de bactérias, colonizando os tecidos internos de cana-de-acucar (Figura 9 c, d). Aos 8 DAI a
mesma verificacdo de colonizacdo foi observada, em tecidos semelhantes, sendo possivel
visualizar numeros maiores de bactérias colonizando os tecidos (Figura 9 e, f). ApoOs a
comparacdo de imagens obtidas, com imagens ilustrativas dos tecidos internos de cana-de-
acucar, pode-se identificar que os tecidos colonizados pela estirpe marcada eram: o
protoxilema (vaso do xilema) e espacgos intercelulares para o segmento de gema. Para o
segmento de raiz foram encontradas col6nias e poucos agregados de bactérias no tecidos
internos, a visualizacBes obtidas ndo permitiram interir se a colonizacdo das estirpe estava
sobre a superficie dos espacos intercelulares (dados ndo mostrados).
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Figura 9: Andlises de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) da estirpe BR 10268 transformada
com o plasmideo pLMB 426 (mCherry).Imagens mostram a colonizagéo da estirpe nos tecidos internos de gema
de cana-de-agUcar em corte longitudinal a) imagens ilustrativas dos tecidos internos de gema de cana-de-agucar:
1 e 4: protoxilema, 2: vaso do metaxilema, 3: vaso do protoxilema(Adaptado de CLEMENTS, 1980); de tecidos
internos de gema inoculada com estirpe selvagem: b) segmento de gema inoculado com estirpe selvagem; c e d)
3 DA (espaco intercelular e vaso do protoxilema, respectivamente); e, f) 8 DAI (vaso do protoxilema e espaco
intercelular, respectivamente).
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6 DISCUSSAO
6.1 Andlise filogenética da estirpe BR 10268

A estirpe de Rhizobium (BR 10268) em estudos anteriores no trabalho de ROUWS et
al. (2013), foi caracterizada com base na filogenia do gene 16S rRNA (numero de acesso
GenBank KF113080), sendo posicionada proximo a espécie Rhizobium miluonense CCBAU
412517 (GU et al., 2008 ) e Rhizobium tropici CIAT 889'(MARTINEZ-ROMERO et al.,
1991). Embora a analise do gene 16S rRNA seja uma ferramenta util para filogenia de
organismos procariotos, diversos estudos demonstram que o gene 16S de rRNA pode ndo
refleti com precisdo a filogenia procariética, uma vez que espécies intimamente relacionadas
nem sempre podem ser distinguidas devido ao alto nivel de conservacdo da sequéncia e
também pela transferéncia lateral e recombinacdo genética, resultando em mutacdo de
sequéncia (MARTENS et al., 2007).

A filogenia da estirpe em estudo foi baseada em analises de sequéncias dos genes
houseeping glInll e recA , estes genes sdo marcadores filogenéticos denominados de genes
alternativos ou de manutencdo suficientemente conservados para reter o sinal filogenético e
que possuem um maior nivel de divergéncia de seqliéncias que os genes rRNA (MARTENS
et al., 2007). No presente estudo as analises filogenéticas de ambos 0s genes demonstraram
topologias das arvores congruentes entre si, ou seja, 0s resultados de cada um dos genes
refletiram o posicionamento filogenético da estirpe de forma similar. Para ambos os genes a
estirpe foi agrupada em um Unico grupo bastante coeso contendo cinco espécies, indicando o
posicionamento da estirpe mais proximo de um grupo de Rhizobium spp. ja descritos como
simbidnticos de leguminosas. Esses resultados indicam que a estirpe teve um mesmo padréo
evolutivo dessas espécies, mas com caracteristicas genéticas insuficientes para ser
diferenciada destas espécies.

A utilizacdo de genes housekeeping foi essencial para o entendimento do
posicionamento filogenético da estirpe, sugerindo que a estirpe possivelmente pertence a uma
destas cincos espécie. Uma vez que para ambos 0s genes o clado possui valores de boostrap
baixos, 0 que ndo permite inferir a que espécie esta pertence neste grupo composto por cinco
espécie, 0 que se pode pressupor € que a estirpe de Rhizobium (BR 10268) ndo € um nova
espécie do género Rhizobium.

6.2 Promogdo de crescimento vegetal de sementes de arroz e mini-toletes e apos
inoculacgédo da estirpe BR 10268

O efeito da inoculacdo de microrganismos no crescimento de plantas em especial para
promover o seu desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular é comparado a capacidade
de que estes possuem em produzir e excretar diversos horménios vegetais (GLICK, 2012). O
presente trabalho sugere a promocdo de germinacdo de sementes de arroz e aceleragdo da
brotacdo de mini-toletes de cana-de-agucar promovido pela inoculacdo da estirpe BR 10268.
Neste estudo os resultados de analises de (CG-MS/SIM) realizado com o sobrenadante da
estirpe indicaram a presenca de fitohormdnios vegetais (acido indol-3-acético (AlA),
citocinina (CK) e giberelinas (GAS).

A producdo de substancias reguladoras de crescimento vegetal faz parte do
metabolismo da maioria dos géneros bacterianos, sendo que a grande maioria de espécie
rizosférica e endofitica sdo capazes de produzir substancias promotoras de crescimento de
plantas dentre estas substancias a mais relatada e de maior efeito no crescimento das plantas
associadas as bactérias sdo as auxinas (CASSAN et al., 2014). Entre os efeitos associados do
acido indol-3-acético a planta, destacam-se a divisao celular, o alongamento dos colmos e
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principalmente o desenvolvimento do sistema radicular, contribuindo para absorcdo de dgua e
nutrientes pelas plantas e consequentemente maior acimulo de biomassa (SPAEPEN et al.,
2009). A citocinina esta envolvida ou tém efeitos na diferenciacdo celular, atividades
enzimaticas, desenvolvimento de frutos e hidrélise das reservas de sementes, alongamento,
crescimento e desaceleracdo da senescéncia foliar (KUREPIN; PHARIS, 2014). As
giberelinas controlam varios processos para 0 desenvolvimento da planta atuando na
germinacdo de sementes, mobilizagdo de reservas armazenadas no endosperma,
florescimento, controle do alongamento e diviséo celular, principalmente no desenvolvimento
das brotacdes das plantas (HELDEN; SPONSE, 2015).

A giberelina foi o regulador de crescimento mais adundantemente produzido pela
estirpe. Neste estudo acredita-se que o regulador de crescimento vegetal envolvido
diretamente na germinacdo do arroz e aceleracdo da brotacdo de mini-toletes foi ocasionada
por este fitohorménio. Uma vez que sua acdo esta relacionada ao crescimento do broto de
vegetais. Entre as diversas GAs ja identificadas em plantas, fungos e bactérias até o0 momento,
apenas um subconjunto é biologicamente ativo: GA;, GAs, GA; e GA7 e que as demais sdo
precursoras das formas bioativas ou metabolitos desativados (HELDEN; SPONSE, 2015).
Entre os 7 subconjutos de giberelina produzidos pela estirpe os 4 acimas citados foram
produzidos pela estirpe.

Para o ensaio de arroz a inoculagédo da estirpe BR 10268 com densidades de células
ativas ndo foi capaz de promover o aceleracdo da germinagdo das sementes. Apenas 0 uso do
sobrenadante da estirpe promoveu efeito na promocao de crescimento vegetal em sementes de
arroz. Possivelmente a disponibilidade de reguladores de crescimentos vegetais obtidos na
solucdo foram rapidamente assimilados pela planta e utilizados para seu crescimento uma vez
que o ensaio foi conduzido em condigdes axénicas e sem a disponibilidade de nutrientes para
a planta. RASTOGI et al. (2013) verificaram combinac@es de dois horménios de crescimento
de plantas, auxina e acido giberélico e seu efeito no rendimento em "Neelam™ verificaram que
as maiores concentracdes de ambos os hormonios de crescimento foram menos eficazes em
comparagdo com concentragdes mais baixas, e mostraram crescimento vegetativo melhorado
em comparagdo ao controle.

Possivelmente o efeito negativo da resposta da inoculacdo de sementes de arroz com a
cultura da estirpe BR 10268 podem esté relacionado a dois fatores: os mecanismos de defesa
da planta reconheram a estirpe como um patdgeno de planta impedindo a entrada e a
infecccdo da estirpe dentro da semente de arroz onde a planta se defendeu contra o potencial
microbiano, ou o efeito negativo da resposta da planta apds inoculagdo de microrganismos
pode esta diretamente relacionada ao equlibrio hormonal de reguladores de crescimento pela
planta onde talvez a estirpe estivesse metabolizando quantidades elevadas de fitohormoénios
vegetais. Para verificacdo destes fatores ensaios relativos a concentracdo bacteriana e
dosagens de fitohormdnios vegetais precisariam ser realizados para melhores esclarecimento
sobre 0s possiveis efeitos. Todavia os resultados indicam que a promocdo de crescimento
vegetal de sementes de arroz, foi diretamente relacionada pela acdo dos reguladores de
crescimento vegetais contidos no sobrenadante da cultura, uma vez que os valores de
crescimento de comprimento de parte aérea foi estatisticamente semelhante ao tratamento
com GA sintético em comparagdo com o controle negativo.

Os testes de inoculagéo in vitro realizados com mini-toletes de cana-de-agUcar neste
trabalho corroboram com os resultados encontrados por MATOS (2017), sendo verificado o
efeito da promogéo de crescimento do broto de plantas inoculadas com a estirpe BR 10268
guando comparadas com o tratamento né&o inoculado. HUMPHRY et al. (2007) analisando o
sobrenadante de cultivo do Rhizobium radiobacter, detectaram a presenca de acido giberélico
e auséncia de &cido indolacético, testando a inoculagdo desta estirpe em cevada, ocorreu a
estimulacdo do broto. MATOS (2017) ao trabalhar com a estirpe em estudo em condicdes de
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casa de vegetacdo, observou aumento da velocidade de brotamento das gemas de cana-de-
aculcar inoculadas, porém o mesmo ndo conseguiu identificar qual seria o possivel mecanismo
promotor desse efeito.

O presente trabalho apds comprovacdo de producdo de fitohormonios vegetais sugere
que 0 mecanismo promotor da aceleracdo de mini-toletes de cana-de-agucar é ocasionado pela
producdo reguladores de crescimento vegetal produzidos pela estirpe. Os efeitos
proporcionados pela inoculacdo da estirpe endofitica BR 10268 no aceleramento de broto de
cana-de-agucar é promissor, em especial, quando associado ao sistema MPB (LANDELL et
al., 2012), que preconiza a formagdo de mudas mais vigorosas, uniformes e com gemas de
maior qualidade, livres de patdgenos. Além disso a inoculagdo da estirpe, pode diminuir o
tempo de viveiro das mudas e assim favorecer a rapida adaptacdo e diminuicdo do tempo de
viveiro através do brotamento imediato e eficaz das mudas de cana-de-agucar na fase inicial
de crescimento antes da introducdo em campo.

6.3 Nicho de colonizacgao endofitica

No intuito de verificar a interacdo da estirpe com planta, realizou-se a quantificacéo e
verificacdo dos padrdes de colonizacdo da estirpe em estudo. Para isto inicialmente analisou-
se a densidade bacteriana e posterior colonizac¢do nos tecidos internos da cultura, utilizando a
metodologia de recuperagdo de células e visualizacdo de bactérias vivas em CLSM. Os
resultados para recuperagdo de células demonstraram que a estirpe exibiu um comportamento
diferenciado de densidade celular nos segmentos avaliados em ambas datas de coleta (7 e 20
DAI).

A estirpe ndo pode ser reisolada do segmento de parte aérea, em nenhum ponto de
coleta avaliado. Neste estudo ndo foi possivel identificar o motivo da ndo quantificacdo da
estirpe neste segmento. Porém trés hipoteses podem ser sugeridas: a) as densidades de células
contidas neste segmento eram baixas e apos diluicdo no processo de trituracao e diluicdo em
série/células ndo poderiam ser encontradas nos niveis de dilui¢cGes estabelecidos; b) a estirpe
coloniza os tecidos de parte aérea, porém a realizacdo de contagem ocorreu antes da migracéo
e colonizagéo sistémica da estirpe neste segmento; c) a estirpe ndo coloniza o tecido interno
de parte aérea de cana-de-acUcar. Todavia, densidades de células foram encontradas para o
tecido de gema e raiz , respectivamente de 10’ até 10°, no inicio da inoculac&o.

Diversos trabalhos indicam que o principal nicho de colonizacdo das bactérias
endofiticas € a raiz, devido a presenca de altos niveis de nutrientes na rizosfera e no rizoplano,
0s quais podem ser utilizados para o crescimento e metabolismo bacterianos (KANDEL et al.,
2017, COMPANT et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2009). Logo os resultados destes estudos
indicam que as maiores densidades de células encontradas para o0 segmento de gema € devido
a auséncia de nutrientes no substrato estéril indicando que a gema € a principal fonte de
energia para a bactéria no inicio de sua colonizacdo quando testada em condicdes axénicas. A
capacidade de colonizacdo de tecidos pelos microrganismos endofiticos esta relacionada a
diversos fatores que vado desde sua entrada, crescimento e multiplicacdo.

O primeiro passo para a colonizagdo endofitica € o encontro da bactéria com a planta
hospedeira. Diversos trabalhos evidenciam que as raizes podem liberar exsudatos que
possuem substratos onde podem ocasionar o inicio da comunicagdo quimica entre a planta e o
hospedeiro (KANDEL et al., 2017). Apos esse reconhecimento os enddfitos podem penetrar o
tecido vegetal por diversas portas de entrada: aberturas nas raizes no ato da emergéncia,
assim como estdmatos, feridas e hidatdédios na parte aérea sdo considerados o0s principais
pontos de entrada que os endofiticos usam para entrar na planta hospedeira (HARDOIM et
al., 2015). Estudos utilizando a desifestacdo supercial de tecido externos de vegetais e uso de
dados moleculares para identificar microrganismos ndo cultivaveis tém sido uma préatica
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utilizada para identificar microrganismos endofiticos, porém a microscopia é a ferramenta
final utilizada para a confirmacdo da colonizacgéo tecidual por endofitos (GYANESHWAR et
al., 2001; COMPANT et al., 2008, 2011)

Atualmente a uma das técnicas mais utilizadas € a marcacdo de microrganismo com
gene de fluorescéncia que possibilita 0 monitoramento de organismos aplicados externamente
(COMPANT et al., 2008 ; PRIETO et al., 2011). Apds evidéncias da colonizacdo endofitica
da estirpe BR 10268 nos tecidos internos de mini-toletes de cana-de-acUcar pelo método de
recuperacdo de células. Segmentos frescos de plantulas inoculadas com o gene reporter
mCherry, foram analisadas por CLSM, somente para o segmentos de gema e raiz apos
resultados da recuperagéo de células selvagem.

A colonizacao foi observada no espago intercelular e vaso do protoxilema no tecido de
gema. Este resultado corroboram com a colonizagdo apopléstica normalmente descrita,
composta pelos espacos intercelulares, xilemas e interconexdes vasculares
(SATTELMACHER, 2001). Alguns estudos indicam que seja provavel que as bactérias
migraram dos espacos intercelulares frouxos nas raizes para a regido estreita da parede
intracelular nos brotos atraves das lacunas ou através das interconexdes vasculares ocorrendo
a colonizacéo de forma sistematica (SATTELMACHER, 2001).

Estudos que empregam endéfitos marcados fluorescentemente tém mostrado pélos
radiculares como o principal ponto de entrada com posterior colonizacdo nos espacos
intercelulares do vegetal e que o movimento a colonizagcdo consequentemente € através do
xilema, atingindo varias partes e oOrgdos da planta (GYANESHWAR et al. 2001,
ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006; COMPANT et al., 2008, 2011). Ao
contrario dos estudos citados acima, no presente trabalho ndo foram as visualizadas bactérias
colonizando abudantemente a raiz, onde unidades ou agregados encontrados ndo pareciam
esta dentro dos tecidos internos da membrana e sim colonizando os tecidos extracelular
(dados ndo mostrados), levando-se a considerar que talvez o principal nicho de colonizacdo da
estirpe apos entrar na célula seja 0 segmento da gema.

A deteccdo de bactérias no tecido da gema assume maior importancia, pois o tecido
de gema contribui para a perpetuacdo do hospedeiro quando existe baixas disponibilidade de
nutriente. Este estudo faz um avanco significativo na forma de elucidar a abundante
colonizacao da estirpe nos tecidos internos da cultura indicando que a mesma se torna um
microrganismo integral da cultura da cana.
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7 CONCLUSOES

A estirpe Rhizobium sp. (BR 10268), possui relacdo filogenética com estirpes de
Rhizobium ja existentes que nodulam leguminosas, indicando que a mesma ndo é uma
nova espécie.

A inoculacédo da estirpe de Rhizobium sp. (BR 10268) promove o aceleracdo da brotacdo
de mini-toletes de cana-de-acUcar cv. RB867515.

O sobrenadante da estirpe BR 10268, contendo os fitohorménios abaixo-mencionados,
promoveu a germinacdo de sementes de arroz, porém a inoculagdo da estirpe com
densidade de células ativas ndo proporcionaram o mesmo efeito sobre a germinacdo de
arroz sob as condicdes testadas.

A estirpe BR 10268 é capaz de colonizar os tecidos internos da cana-de-agucar, com
densidades de 10’ e 10° UFC/g de tecido fresco de gema e 10° e 10* UFC/g de tecido
fresco de raiz.

Os reguladores de crescimento vegetais produzidos pela estirpe séo giberelinas (GA;, GAs,
GA4, GA7, GAg, GA1; e GAy), citocinina e acido indol-3-acético.
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9 ANEXOS

1. MEIOS DE CULTURAS
1.1 YMA (VICENT, 1970)

e 1mL K;HPO, (10 % P/V)

e 4mL KH,PO, (10 % P/V)

e 2mL MgSO, 7H,0 (10 % P/V)

e 1mL NaCl (10 % P/V)

e 10 g Manitol

e 0,4 g Extrato de Levedura
O pH foi ajustado para 6,8-7,0 com solucdo de KOH a 10% e/ou solucdo de H,SO a 5%. Para
o meio sélido, foi adicionado 15g. L™ de &gar bacteriolégico e 5 mL do corante azul de
bromotimol.
1.2 TY (VICENT, 1970)

e 5gde Triptona

e g de Extrato de Levedura

e 0,9gde CaCl,.2H,0
O pH foi ajustado para 6,8, 7,0 com solucdo de KOH a 10% e/ou solucgéo de H,SO a 5%. Para
o meio sélido, foi adicionado 15 g. L™ de 4gar bacteriolégico.
1.2 RDM modificado (BISHOP et al., 1976)

. 1gK;HPO,

e 1g KHyPO,

e 0,11 g NH.CI

e 0,259 MgSO4 7H,0

e 0,25¢gNaCl

e 0,025 g CaCl,. 2H,0

e 2 mL solugéo de EDTA de Ferro (1,64 % P/V)

e 0,002 g CuSO,4.5H,0

e 2 mL solucdo de micronutrientes (NazMo00,.2H,0, MnSO,4.H,0, H3B03,CuS0,4.5H,0,

ZnS04.7H,0).

e 1 mL solucdo de vitamina (Biotina, Pyridoxol-HCL)

e 50 g Manitol

e O pH foi ajustado para 6,8-7,0 com solucéo de KOH a 10% e/ou solucdo de H,SO a

5%.
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