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RESUMO

SANTOS, C. Bruna. Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa Algoddo, Marco de 2020.
Campina Grande, PB, 2020.p.51. Identificacdo e caracterizacdo do bacterioma de arroz
vermelho. Dissertacdo (Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Agrérias). Orientador: Prof.

Dr. Carlos Henrique Salvino Gadelha Meneses.

A interacdo intima entre a planta e microrganismos associados é importante para determinar
como funciona a promocao de maior tolerancia a estresses abioticos e doencas. A identificacdo
de perfis centrais em comunidades bacterianas promotoras desse crescimento, é baseada em
amplicons e sequenciamento do gene 16S rRNA, utilizados para caracterizar sua composicao
e diversidade. Contudo, a selecdo de metodologia apropriada na conducéo de tais experiéncias
é fundamental para reduzir erros e fazer comparacdes entre estudos e amostras. Este estudo
identifica géneros bacterianos mais encontrados em raizes e folhas de arroz vermelho, assim
como faz um compilado de trabalhos com cultivares similares ao arroz, suas principais
caracteristicas e no desenvolvimento de plantas com valores agronémicos. A partir disso, foi
visto que filos das Proteobacterias s&o mais abundantes, foram caracterizados géneros distintos
em folhas e raizes, mas também um conjunto, com representantes Firmutes, Bacteroidetes,
Actionobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia e Planctomicetes. presentes em ambas as

partes que mostraram evidencias na eficacia em serem BPCP.

Palavras-Chave: Metagenoma Bacteriano. Oryza sativa L.. Perfil Taxonémico.

Sequenciamento de nova geragao.



ABSTRACT

SANTOS, C. Bruna. Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa Algoddo, march ,2020.
Campina Grande, PB, 2020.p.51. Identification and characterization of the red rice
bacteriome. Dissertation (Graduate Program in Agricultural Sciences). Adviser: Prof. Carlos

Henrique Salvino Gadelha Meneses, Ph.D.

The close interaction between the plant and the associated microorganisms is important to
determine how the promotion of greater tolerance to stresses and abiotic diseases works. The
identification of central profiles in bacterial communities that promote this growth is based on
amplicons and sequencing of the 16S rRNA gene, used to characterize its composition and
diversity. However, the selection of the appropriate methodology for carrying out such
experiments is essential to reduce errors and make comparisons between studies and samples.
This study identifies the bacterial genera most found in the roots and leaves of red rice, in
addition to compiling works with cultivars similar to rice, their main characteristics and the
development of plants with agronomic values. From that, it was observed that the phyla of
Proteobacterias are more abundant, different genera were characterized in leaves and roots, but
also a set, with representatives Firmutes, Bacteroidetes, Actionobacteria, Acidobacteria,
Verrucomicrobia and Planctomicetes. present in both parties that showed evidence of their

effectiveness in being BPCP.

Keywords: Bacterial Metagenome. Oryza sativa L.. Taxonomic Profiling. New Generation

Sequencing
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1. INTRODUCAO

O arroz vermelho (Oryza sativa L.) em sua forma de grdo possui um grande valor
nutricional, contendo uma maior quantidade de ferro, cerca de trés vezes mais que o0 branco,
também é rico em proteinas, zinco, vitaminas e mais fibras presentes em sua casca, em
comparagio com o arroz branco (MAGALHAES, 2018). E considerada uma planta invasora
nas regides onde o arroz branco é cultivado, essa caracteristica de planta daninha se deve pela
grande capacidade de desenvolve-se nos mais diversos ambientes (SILVA, 2016).

Em escala nacional esse tipo de arroz ainda ndo € muito consumido se comparado ao
arroz branco, sendo cultivado por pequenos agricultores. A maior producdo se concentra na
regido Nordeste, mais especificamente no interior da Paraiba, tendo a maior producéo de arroz
vermelho do Brasil (EMATER, 2019). Séo, ao todo, cinco mil hectares, distribuidos entre os
municipios de Itaporanga e Vale do Piancd, sendo de grande importancia o desenvolvimento
de técnicas mais modernas de cultivo desse cereal, ja que as préaticas agricolas ainda sdo bem
rudimentares (SOARES, 2014).

O aumento na procura por alimentos, e por alternativas de cultivos diferenciados, por
consequéncia da populagéo, junto com fatores de mudancas do clima global, séo os principais
desafios da agricultura do arroz, tendo que possibilitar maiores rendimentos por areas de cultivo
muitas vezes bem limitadas. Sendo a produtividade das plantas influenciada diretamente pela
diversidade microbiana (BARBOSA, 2014).

A interacéo desse arroz com microrganismos endofiticos vem se mostrando muito viavel
e bastante positiva quanto em relacdo ao crescimento e desenvolvimento do mesmo, fatores
como maior produtividade e principalmente maior rendimento mesmo em condigdes de déficit
hidrico ja é notado (FILGUEIRAS, 2019). Dentre esses microrganismos o que é abordado nesse
trabalho sdo as bactérias endofiticas, que tem uma grande participacdo na colonizacdo dos
tecidos das plantas, promovendo um ambiente proficuo para a planta (HUREK, 2011).

Apesar de serem importantes para a estabilidade dos ecossistemas, pouco se sabe sobre
a diversidade microbiana associada com arroz. A maioria dos estudos sobre biodiversidade
microbiana nesse bioma foca na diversidade taxonémica e funcional de microrganismos do solo
(BRUCE et al 2010). De uma maneira geral, 0 microbioma associado a plantas de arroz pode
conter uma infinidade de microrganismos, em sua maioria desconhecidos, cujos papéis na

manutencédo da funcionalidade na planta ndo séo totalmente conhecidos. Portanto, o estudo da
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diversidade bacteriana € essencial para o conhecimento da distribuicao de espécies e seus papeéis
funcionais, bem como para possiveis aplica¢6es biotecnoldgicas (BARRETO, 2012).

O desenvolvimento de técnicas de sequenciamento em larga escala para a caracterizacao
da estrutura de comunidade microbianas tem revolucionado os estudos sobre diversidade e
ecologia de microrganismos, permitindo a maior cobertura das populagdes e a deteccdo de
grupos pouco abundantes (ROESCH et al., 2010), bem como auxiliando na compreensao das
interacbes ecoldgicas em comunidades microbianas complexas em diferentes ambientes
(MENDES et al., 2014). Contudo, a maioria dos estudos realizados descrevem e comparam as
estruturas das comunidades microbianas com base no nimero de filotipos encontrados em cada
amostra ou na abundancia relativa dos mesmos (BARBERAN et al., 2012).

Mesmo com diversos trabalhos enfatizando as bactérias endofiticas em arroz, com o uso
de técnicas baseadas em cultivos e concentrando, principalmente, as bactérias diazotroficas,
ainda hoje é notado que hd uma grande quantidade de bactérias que ndo sdo cultivaveis
(HUREK, 2011). A utilizacdo de técnicas que utilizam o gene 16S rRNA no estudo de
microbiotas (como o sequenciamento, dentre outras) garantem uma melhor perspectiva sobre
microbiomas relacionados as técnicas de identificacdo (SANTOS, 2018).

Dois dos sitios de localizagdo destas bactérias sdo as folhas e raizes, estes por sua vez
sdo bem distintos. Tal distingdo pode fazer entender o motivo de alguns processos serem
realizados em sua maioria por diferentes bactérias nestes locais endofiticos da planta (BRADER
et al. 2014).

O entendimento e a exploracdo dos microbiomas sdo potencialmente benéficos as
culturas e consequentemente a produtividade. Atualmente, estudos que fornecam embasamento
voltado aos microrganismos que residem nos compartimentos relacionados a raiz do arroz,
estdo em sua grande maioria focados em conjunto com a area do solo (rizosfera), pesquisas
sobre endofitos isolados de compartimentos tais como raizes e principalmente folhas tem sidos
muito estudadas. Diante do exposto, o presente trabalho apresenta a composi¢éo do bacterioma
endofitico em raizes e folhas de arroz vermelho, utilizando técnicas com o gene 16S rRNA e

de sequenciamento de nova geracao em larga escala.

1.1. Geral
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Caracterizar a diversidade em bacteriomas endofiticos em folhas e raizes de arroz

vermelho. Elencando quais géneros sdo abundantes e trazem potenciais beneficios a planta.

1.2. Especificos

Identificar os perfis taxondmicos bacterianos presentes distintamente, e em conjunto,
nas folhas e raizes de arroz vermelho, determinando quais géneros estdo mais presentes nos

tecidos foliares e radiculares.

Estimar indices de riqueza e diversidade pelo bacterioma endofitico das folhas e raizes
de arroz vermelho e verificar quais dos mais presentes tem propensédo a serem promotores de

crescimento em plantas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O arroz vermelho: Breve Historico

O arroz vermelho (Oryza Sativa L.) também conhecido como arroz da terra, de Veneza,
arroz selvagem, sendo a forma espontanea da espécie. Comp6s durante 200 anos a dieta dos
brasileiros, onde foi introduzido pelos portugueses inicialmente no estado da Bahia, ainda no
século XVI. Consecutivamente foi se incorporando no restante do Nordeste pelas varzeas do

estado do Maranh&o por meio dos agorianos no comego do século XVII (SILVA, 2017).

O Brasil ja foi considerado o maior produtor desse cereal durante o império portugués.
S0 a partir do século XVIII, os portugueses trouxeram dos Estados Unidos um tipo diferente de
arroz, o branco, que era considerado mais produtivo e rentavel, fazendo com que esse fosse
plantado por todo o territério e obrigado a ser consumido, junto com e a proibigdo do consumo
do arroz vermelho fez com que essa cultura fosse perdendo espago com o tempo. (SLOW
FOOD BRASIL, 2007).

Esse cereal ainda é cultivado principalmente no Semiarido nordestino, nos estados da
Paraiba, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Ceara, Bahia e Alagoas, onde sdo seus principais
produtores, respectivamente (FILGUEIREDO, 2014). O plantio é normalmente realizado por
pequenos agricultores, utilizando sementes nativas ou variedades tradicionais selecionadas ao
longo do tempo, caracterizadas pela variabilidade, adaptabilidade as condi¢c6es de cultivo e
ampla base genética (BARRETO, 2012).

Por se tratar de uma cultura de grande adaptabilidade a solos com diferentes condicdes,
passou de uma planta de solos alagados, considerada hidréfila, a uma cultura de grande
potencial produtivo em condicdes até antes desfavoraveis, essa mudanca € devido ao processo
evolutivo da espécie, prosperando em diferentes condi¢Ges de solo e clima, desenvolveu-se bem
em areas com baixa disponibilidade hidrica (MENEZES et al., 2012).

2.2. Cultivo no Brasil e principais aspectos morfologicos do arroz vermelho
A produtividade do arroz vermelho € mais alta nos estados de Rio Grande do Norte e

Paraiba, ja nos estados do Ceard, Pernambuco Espirito Santo e Minas Gerais essa cultura é

mais de subsisténcia, utilizando técnicas de cultivo mais tradicionais. A producao desse arroz
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no pais, em safras normais (ou seja, sem escassez de chuvas), é de cerca de dez mil toneladas
(AGROEMDIA, 2018). As formas de cultivar o arroz sdo por dois sistemas: o de varzea (arroz
alagado, irrigado por inundacao), e o de terras altas (cultivado em condi¢Ges de sequeiro
dependente da &gua das chuvas ou irrigado por aspersdo).

Esse tipo de arroz vem despertado o interesse de orizicultores do Sul e Sudeste, e de
uma parte de consumidores que almejam novas experiéncias no que se refere a culinaria. Ao
longo dos anos houve modificagbes na producao deste cereal, onde foram desenvolvidas
técnicas de melhoramento a partir de cruzamentos artificiais, realizados pelo programa de
melhoramento genético de arroz da Embrapa. Foram oito longos anos de testes resultando na
cultivar de BRS 901, sendo mais produtiva e mais resistente a0 acamamento do que as outras
cultivares, mostrando o potencial agronémico desse cereal (EMBRAPA MEIO-NORTE, 2018).

O arroz vermelho é uma poacea, monocotiled6nea e se caracteriza morfologicamente
por apresentar um grande porte, colmo fino, aristas longas, suas folhas sdo pilosas,
decumbentes e de cor verde-clara, possuindo grande perfilhamento, tem em suas sementes um
pericarpo de cor avermelhada gracgas a presenca de um pigmento chamado proantocianina, que
possui uma funcdo antioxidante de importante valor na alimentacdo humana (BARBOSA et
al., 2014) (Figural).

Figural. Partes da planta do arroz vermelho. SILVA, 2016.
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Figura 2. Contraste de cor entre o arroz vermelho (esquerda) e o arroz branco (direita). SOARES, 2014.

Apresenta uma grande fonte de carboidratos, fornecendo proteinas, vitaminas e minerais
e possui um baixo teor lipidico. Seus aspectos fisiolégicos como necessidade por agua, luz e
nutrientes sdo bem parecidos com o arroz branco, termos nutricionais o vermelho tem cerca de
3 vezes mais zinco, ferro e vitaminas que o branco (SOARES, 2014). A sua coloragédo
caracteristica, se da pela presenca de um pigmento originado das rotas metabdlicas dos
compostos fenodlicos (Figura 2), uma substancia responsavel pela alta digestibilidade na
alimentacdo humana, e pela acéo antioxidante (MUKHERJEE et al., 2006).

Os individuos desta variedade de arroz, geralmente podem apresentar uma estrutura de
planta tradicional (porte alto, folhas longas, largas e decumbentes) e um menor indice genético
de producdo. Entretanto, como fruto de cruzamentos naturais ao longo do tempo, ja foram
encontradas variedades de arroz vermelho estruturalmente similar a plantas modernas (porte
baixo, folhas curtas, estreitas e eretas) além de uma melhora no potencial produtivo (SEVILLA
et al., 2001). Com tudo isso, 0s processos de domesticacdo das plantas e sua manipulacéo ao
longo dos anos, vém trazendo resultados ndo s6 estruturais, mas também de interagdes com

diversos tipos de microrganismos (KARRA et al., 2017).

2.3. Interacdes planta-microrganismos

As interacBes entre planta-microrganismos podem ser classificadas de forma mais
popular como benéficas (compativeis) e como interacBes patogénicas (incompativeis)
(RODRIGUES et al., 2010). Nesse aspecto, estudos com proposito de estudar e entender essa
relacdo tem se mostrado eficazes, tanto em relacdo a interagdo patogénica, na elucidacdo de

problemas enfrentados pela agricultura, garantindo maior protecéo e resisténcia contra pragas
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e as adversidades climaticas, quanto na obtengdo de cultivares adaptado a diversas regies
(BARZON, 2011). Ja em relacdo as interacOes benéficas, os estudos estdo focados
principalmente em bactérias que podem promover o crescimento vegetal (também chamadas
de PGPB) e onde ja foram desenvolvidos importantes avangos. Tendo essas bactérias diferentes
papeis nos mecanismos de promocdo do crescimento, sendo estes classificados como
mecanismos diretos (por exemplo, disponibilizagdo de nutrientes e modulacdo dos niveis de
fitohormonios); indiretos (producéo de antibidticos, enzimas, sider6foros; competicéo por sitios
de colonizacdo; inducdo da resposta sistémica) além de mitigar efeitos de estresses ambientais
(efeitos abidticos) (BANERJEE, 2017) como mostrado na imagem abaixo (Figura 3).

Planta

Producédo de Producéo de
fitohormonios re— Enzimas
o Liticas
= 5
Solubilizagéo a = Resistencia do
[0 .
de Fosfato S S W— Sistema
= o q
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[«5)
3 2
(<5} s
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Produco de g 8 Gestdo de
sidero6foros e S |om ' g — Oxidagao
amonia = 7/ ] ngj
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Figura 3. Mecanismos diretos e indiretos mediados por rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (PGPR) com efeitos benéficos nas plantas hospedeiras. Kumar e Singh, 2020 (adaptado).

2.4. Bactérias Endofiticas

Microrganismos endofiticos possuem em geral penetragdo passiva na planta, acessando
0 seu interior através de ferimentos, de sitios de emergéncia de raizes, coifa e estbmatos nas
folhas, espalhando-se pelos tecidos radiculares via apoplasto, colonizando os espacos
intercelulares das células da hipoderme, cértex radicular e parede do aerénquima (OLIVARES
etal., 1997; JAMES & OLIVARES, 1998).
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Bactérias endofiticas por sua vez adentram, principalmente, no tecido da raiz, porém
partes aéreas como flores, caules e cotilédones podem ser habitadas. Dentro da planta, esses
elas podem se localizar num ponto central ou ficarem dispersas de forma sistémica (BENTLEY
et al., 2014). Logo, tem a capacidade de colonizacdo dos tecidos internos das plantas nao
demonstrando sinal externo de infecgdo ou de efeito negativo nesses tecidos (BEDMAR, 2013).
Isso se da pela alta atividade enzimatica que apresentam, enzimas como celulases e pectinases;
contudo, podendo penetrar também quando ocorrem algumas injarias causadas por causas

naturais.

No que se referem a ecologia, os endéfitos podem ser comensais, quando geralmente
trazem efeitos neutros para a planta; os benéficos, quando trazem algo atrativo e vantajoso as
plantas contra patdgenos ou até contra a herbivoria, e 0s oportunistas ou latentes demostrando
efeitos prejudiciais algumas condi¢fes (KARRA et al. 2017). Entre esses enddfitos, os
endofitos benéficos sdo vistos como um novo Vviés a prospeccdo de agentes de biocontrole e
biofertilizantes, aumentando a produtividade das culturas. Deste modo a forma que eles
colonizam as diferentes partes da planta, conferem diferentes mecanismos e consequentemente
diferentes produtos metabdlicos, a seguir, a imagem abaixo exemplifica esse processo de

colonizacdo (Figura 4).

Interacéo bidtica

Tecido foliar

N

Interacédo abidtica

® o
%
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Tecido foliar

Interacdo bidtica

Figura 4. Visao geral da interacdo entre plantas e bactérias endofiticas colonizando raizes e partes aéreas
(folhas). Carvalho et al. (2016) (adaptado).
Recentemente gracas aos estudos cada vez mais aprimorados em manipulacdo das

comunidades endofiticas presentes em muitas espécies de plantas, esta sendo elucidado seu

efeito benéfico por meio do isolamento, cultivo e triagem funcional em associagdo as culturas
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vegetais (SOUSSI et al., 2016). Logo, comegam a ter evidencia certas estirpes, que se destacam
e passam a ter potencial na prospeccdo de inoculantes microbianos (BENEDUZI et al., 2013).
Dentre os grupos estdo Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Burkholderia, Rhizobium,
Stenotrophomonas, Serratia e Pantoea (CAPORASO et al., 2010). Podendo substituir
fertilizantes quimicos e pesticidas, apresentando uma via sustentdvel e de menor custo
(BENEDUZI et al., 2013).

2.5. Diversidade em Microbiomas

Um microbioma pode ser entendido como o conjunto de microrganismos (bactérias e
fungos) e dos seus genes formando um conjunto de genoma que habitam um determinado local
Logo, atribuido a esse trabalho, o microbioma estudado foi o bacteriano (bacterioma), que é um
dos mais pesquisados. Microbiomas de arroz ja vém ganhando maior visibilidade, com os
trabalhos de LEE et al. (2013) onde exploram a capacidade de promogéo de crescimento vegetal
desta cultura e algumas outras culturas semelhantes a ela , podendo chegar a um conjunto de
microrganismos, encontradas em culturas distintas, mas de grande importancia para a
agricultura (CHO, et al., 2017).

Esses microbiomas estéo presentes tanto em partes externas quanto internas, neste caso,
0 microbioma endofitico se refere ao conjunto dos microrganismos que habitam o interior do
hospedeiro sem causar danos ou sintomas aparentes, em relacdes mutualisticas ou comensais,
podendo haver casos de serem considerados patogenos latentes, mas se diferenciando dos
fitopatégenos reais, por ndo causarem prejuizos severos e doencas as plantas, pois esses quando
causam alguma anomalia na planta, se d& por modificacfes nas condi¢Ges do ambiente ou de
carater fisioldgico do proprio hospedeiro (MAGNANI et al., 2013).

O microbioma endofitico associado as plantas estd ligado principalmente a fatores
bioticos e abidticos, como temperatura, pH, salinidade, umidade, interacdo com outros seres
vivos, caracteristicas genéticas e a disponibilidade de nutrientes, levando em consideracao a
diversidade da comunidade microbiana em espécies cultivadas e selvagens (CHEN etal., 2015).
O microbioma do arroz pode ser estudado minuciosamente de acordo com 0s compartimentos
onde residem essas comunidades microbianas. Entre os compartimentos, o sistema radicular
(rizosfera e endosfera radicular) é mais investigado do que outros compartimentos (MAGNANI
et al., 2013). Algumas analises em relacdo as partes aéreas (filosfera e semente) também séo

feitas com abordagens dependentes do meio de cultura e independentes (LI et al., 2013).
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Os microrganismos associados a uma planta tem potencial para melhorar a
produtividade e a sustentabilidade das culturas. Apesar da necessidade de microbiomas
aplicaveis a agricultura, estudos de microbiomas vegetais foram conduzidos em plantas ndo
cultivadas devido a relativa facilidade da pesquisa. No entanto, para tornar os microbiomas
vegetais Uteis para a agricultura é necessario um modelo baseado em plantas cultivaveis
(LUVIZOTTO et al., 2010). Paralelamente, partes negligenciadas de microbiomas que nao
sejam a pesquisa centrada em bactérias precisam ser consideradas para expandir nossos

conhecimentos sobre a microbiota ao nivel do ecossistema.

A composicdo microbiana fornece fungdes especificas de cada estadio vegetal. Alguns
grupos taxondmicos foram identificados em estudos com plantas de arroz, milho, soja e cana-
de-acucar onde estdo associados a processos de fixacdo biologica de nitrogénio, auxilio na
producdo de fitormonios, solubilizacdo de fosforo e aceleragdo dos processos de mineralizacao.
Dentro do grupo das o-Proteobacteria, as mais relatadas sdo: Azospirillum sp.,
Gluconacetobacter diazotrophicus e Rhizobium leguminosarum (SILVA et al., 2016).

No que se refere as B-Proteobacterias, existe as Burkholderia sp., Herbaspirillum
seropedicae e H. rubrisulbalbicans sdo tidas como as principais. E nas y-Proteobacteria:
Enterobacter spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp.. Alguns representantes de outros grupos
como Clostridium e Staphylococcus saprophyticus demostram possuir algumas estirpes
endofiticas. Para o taxon Actinobacteria sendo endofiticas: Curtobacterium sp.,
Mycobacterium sp. e Streptomices (MAGNANI et al., 2013).

2.6. Estudos de comunidades bacterianas

A utilizacdo dessas técnicas tem possibilitado o conhecimento da composi¢do da
comunidade microbiana, por meio do sequenciamento de regibes hipervariaveis do gene 16S
RNAr de bactérias garantindo uma grande quantidade de genes presentes nas comunidades
microbianas, com a realizacdo do sequenciamento do DNA total, extraindo o que chamamaos de
metagenomas. (MAREQUE et al., 2014).

Poder identificar as bactérias presentes no microbioma, e posteriormente caracteriza-las
é de grande importancia, pois passamos a entender mais sobre a dindmica nas relagdes entre os
microrganismos e também como a relacdo entre microbiota e hospedeiro ocorre (MAROPOLA
et al.,, 2015). No que se referem a estudos gendmicos, duas abordagens de estudo de
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comunidades microbianas podem ser adotadas, utilizando-se as novas tecnologias de
sequenciamento (NIKOLIC et al., 2011). A primeira se refere a analise de amplicons do
gene 16S RNAr, onde uma ou mais regides hipervariaveis do gene 16S RNAr de membros
individuais da comunidade é amplificada, por meio de PCR, usando iniciadores
complementares a regiGes conservadas do gene, flanqueando as regides hipervariaveis e
sequenciada, fazendo depois a comparagédo das sequéncias com aquelas depositadas em bancos
de dados existentes, classificacdo e calculo da abundancia e riqueza relativa (MAGNANI,
2013).

A segunda, por meio do sequenciamento em larga escala do DNA extraido de toda a
comunidade microbiana de algum tecido especifico, permitindo assim a identificacdo e
composicdo do microbioma, assim como diversidade da comunidade bacteriana (REUTER,
2015). Tendo o sequenciamento de amplicons do gene 16S RNAr um formato mais acessivel e
utilizada em estudos que visam a identificacdo de membros de uma comunidade microbiana,

sendo considerado um bom marcador na caracterizacdo taxonémica (SALONEN et al., 2010).

Alguns estudos relatados por TAUPP et al. (2011), demostram essa abordagem
metagendmica na identificacdo taxonémica e/ou de genes e compostos com agéo inseticida, e
genes de resisténcia a herbicidas, para utilizacdo no controle de pragas em sistemas agricolas.
O aparecimento dessas tecnologias de sequenciamento em larga escala, chamadas de next-
generation sequencing (sequenciamento de nova geragdo), vem dando a possibilidade de
ampliar ainda mais o entendimento sobre microbiomas, com o uso de técnicas como clonagem
dos genes 16S rRNA. BULGARELLI et al. (2012), por exemplo, utilizaram esta abordagem
com Arabidopsis thaliana onde faz a comparagdo da estrutura do microbioma presente em
raizes e WILSON et al. (2013), que aborda tanto a composicdo, estrutura quanto o perfil
funcional do microbioma foliar do arroz, sendo de interesse desse trabalho comparar junto a

parte de composicao.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de conducéo do experimento
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Foi realizado no laboratério de Biotecnologia Vegetal, pertencente ao Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude (CCBS), Campus | da Universidade Estadual da Paraiba

(UEPB), localizado no municipio de Campina Grande, PB.

3.2. Obtencéo das amostras vegetais

As amostras utilizadas nesse experimento advém de um experimento anteriormente
realizado em 2018 na cidade de Santana dos Garrotes- PB. As coordenadas geogréaficas do
municipio sdo latitude: 7° 23' 14" e longitude: 37° 58' 20". O local de coleta foi a Comunidade
Aroeiras do municipio de Santana dos Garrotes-PB, onde ha a maior concentracdo de
produtores, sabendo-se que no Vale do Piancd, varios municipios cultivam o arroz. Feito em
plantio comercial. Foram utilizadas folhas e raizes de arroz vermelho (Genétipo 405 Embrapa)

da Embrapa Meio Norte.

3.3. Coleta das amostras

Sendo objetos de estudo, amostras de folhas e raizes de arroz vermelho, coletadas em
condicdo de estiagem (outubro a dezembro de 2018). A coleta dos materiais biol6gicos foi
realizada em cinco locais diferentes dentro de um arrozal, constituida de nove plantas (em
conjunto), com trés repeticdes para cada tecido analisado. Foram coletadas trés amostras
foliares e trés amostras radiculares por exemplares, com auxilio de luvas, tesoura e envolvidas
em papel aluminio, em seguida, identificadas e armazenadas em nitrogénio liquido e

imediatamente levadas ao laboratério.

3.4. Analises das amostras

3.4.1. Esterilizagéo superficial das amostras

As amostras de folhas passaram primeiramente por uma desinfestacdo com alcool a 70%
(30 segundos) e hipoclorito de sodio a 2% (30 segundos); e as raizes lavadas, descascadas e
desinfestadas superficialmente por imersdo em etanol 95% seguida de flambagem, por trés
vezes, devolvendo as amostras para um recipiente estéril em banho de gelo. Além disso, neste
ponto do tempo, as plantas tiveram a sua superficie radicular desinfestada com cloramina-T

(Sigma, Cat. No. 857319) a 1% (m/v) por 2 min antes de maceracao.
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Em seguida todas as amostras passaram pelo processo de lavagem com &gua destilada
autoclavada durante 30 segundos, sendo a lavagem realizada duas vezes. Para a comprovacao
da eficiéncia da esterilizacdo superficial das amostras deste material, trés amostras foram
expostas e repousadas em meio DYGS (RODRIGUES et al., 2009) suplementado com 2,5% de
caldo de cana-de-agUcar esterilizado por filtragdo, e incubando esta placa por uma semana a 30

°C para enriquecimento do meio de cultivo.

3.4.2. Preparacao das amostras

As amostras foram colocadas em tubos Falcon de 50 ml (esterilizados) com 15 mL de
tampé&o PBS (por 1 litro: 8 g de NaCl, 0,2 g1,42 g de Na;HPOQOg4, 0,24 g de KH2PO4, ajustado
para pH 7,4 usando HCI). Os tubos foram agitados no Vortex por 2 min para remover oS
microrganismos que ficaram aderentes e entdo o extrato liquido decantado foi coletado. Sendo
feitas trés sonificacoes por 1 min, cada uma com 15 mL de Tampdo PBS usando a sonda de
sonicacdo (Microson Ultrasonic Cell Modelo de disruptor XL2000, Misonix Incorporated,

Nova lorque) para remogéo de microrganismos aderentes que ndo séo de interesse.

3.4.3. Extracéo e analise do DNA total

A extracdo do DNA total foi realizada seguindo o protocolo descrito por Virupakshi
(2007). As amostras, foram adicionados SDS 10%, 10 mg mL* de proteinase K e 10 mg mL™*
de RNase A e maceradas; homogeneizando bem e incubando o sistema de digestdo por uma
hora ou durante a noite a 37 °C.

Houve a adicdo de 1 volume de fenol equilibrado, centrifugando por 5 mina 4 °C em
velocidade méaxima. O sobrenadante foi coletado e levado a um novo tubo, onde foi adicionado
0,1 volume de acetato de sodio 5 M, passando por uma nova extracdo com 1 volume de
cloroférmio : &lcool isoamilico 24:1 (v/v), centrifugando novamente por 5 min a 4 °C em
velocidade méaxima. Coletou-se o sobrenadante mais uma vez para coloca-lo em um novo tubo.
O DNA foi precipitado pela adicdo de 2 volumes de etanol anidro gelado e incubacéo a 0 °C
por 1 hora ou mais.

Com a concluséo da precipitacdo, 0 mesmo foi centrifugado por 30 min a 0 °C em
velocidade méxima (~16.000 x g), desprezado sobrenadante e lavando-se o sedimento com
etanol 70 %, e centrifugado novamente por 5 min na velocidade méaximaa 0 °C. O sobrenadante

foi descartado no término e o sedimento formado foi seco. Apds estar bem seco, o sedimento
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foi redissolvido em tampao TE (10 mM de Tris—HCI, 1 mM de EDTA-Nay), transferindo entdo
a solucdo para um novo microtubo. Ao final de tudo secou-se o sedimento de DNA passando

por ressuspensao em tampao.

3.4.4. Avaliacdo da pureza e quantificacdo (PCR) da regido 16S rRNA

O DNA extraido foi utilizado como modelo para a primeira amplificacdo da regido
varidvel V4 do 16S rRNA por PCR usando o0s iniciadores V4 [515F
(CAGGACCAGGGTACGGTGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA), 802R
(CGCAGAGAGGCTCCGTGTACNVGGGTATCTAATCC) e 806R
(CGCAGAGAGGCTCCGTGGACTACHVGGGTWTCTAAT)] (Caporaso et al., 2012) com
duas sequéncias ricas em GC diferentes, permitindo barcoding com uma segunda da
amplificacdo. Cada amostra foi amplificada em triplicado em 20 pL de reacdo em volume
contendo 8 pL de HotMasterMix 5Prime (Quanta Bio, EUA), 0,4 uL de BSA 20X, 1 uL de
EvaGreen ™ 20X (Biotium, EUA), 0,5 uL de iniciador 515F (10 uM modificado), 0,25 uL de
iniciador 802R (10 uM modificado), 0,25 pL de iniciador 806R (10 uM modificado), 0,5 pL
de iniciador de bloqueio mitocondrial V4 MitoBIk_515F
(TCCCCATGCTTTCGCACCCCA/3SpC3/) (100 pM), 0,5 pL de V4 ChloBIk_806R
(GTCTCTAATCCCATTTGCTCC/3SpC3/) iniciador de blogueio de cloroplasto (100 uM e 2
pL (10-50 ng) do modelo de DNA.

As amplificagdes por PCR foram realizadas com o sistema StepOne Plus (Applied
Biosystems, EUA) com 34 ciclos de 94 °C por 20 s, 52 °C por 20 s, 65 °C por 40 s e uma
extensdo final de 65 °C por 2 minutos. A amplificacdo primaria aproveita os primers V4
mitocondriais e cloroplasticos blogueadores especificos do arroz para aumentar a amplificacao
das sequéncias procariéticas. A agua foi usada nos controles negativos. Para a segunda
amplificacdo de PCR foi necessaria para anexar os barcoding e foi realizada usando um primer
direto com o adaptador (um barcoding de 10 bp especifico da amostra e a cauda dos primers
primarios do PCR) e um primer reverso com a sequéncia do adaptador e a cauda reversa. A
reacdo foi realizada em volume de 25 pL contendo 10 pL de HotMasterMix 5Prime, 1,25 pL
de EvaGreen ™ 20X, 1,5 pl de iniciador com barcoding (10 puM), 1 ul do primeiro produto de
PCR com as seguintes condigdes: 8 ciclos de 94 °C por 10 s, 60 °C por 10s,65°Cpor40se

uma extenséo final de 72 °C por 3 min.
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Os amplicons foram separados por eletroforese em gel de agarose ndo-desnaturante a
1%. Os fragmentos no gel foram marcados com solugéo de brometo de etidioa 10 mgmL™t e
em seguida visualizado a transliminacdo UV utilizando o fotodocumentador Kodak Gel Logic

100 Imaging System.

Os amplicons relacionados ao DNA de bactérias produzidos na PCR dos genes 16S
rRNA usando os iniciadores 515F, 802R e 806R foram excisados do gel de agarose e
purificados utilizando o kit de purificacdo de DNA de gel de agarose, conforme o recomendado
pelo fabricante. Os fragmentos purificados foram verificados quanto a sua integridade em um

gel de agarose ndo-desnaturante a 1 %, marcando-os e visualizando-os pelo Qubit 4.

3.4.5. Sequenciamento, em larga escala, dos genes 16S rRNA

Os produtos de PCR bacteriano foram enviados para 0 sequenciamento na Wemseq
Pesquisa e Desenvolvimento LTDA (Curitiba — Brasil), seguindo parametros de
sequenciamento em larga escala dos genes 16s rRNA.

Em seguida os produtos de PCR foram sequenciados na plataforma Illumina MiSeq em
pair-ends. Posteriormente passaram por um processo onde foram montados contigs a partir dos
reads forward e reverse (pair-ends) e as sequencias contiguas foram alinhadas utilizando o
banco de dados SILVA SEED v119 (disponivel em https://www.mothur.org) como arquivo de
referéncia. Sequencias ambiguas, quiméricas e maiores que 275 pb foram removidas. Para esta
analise foi utilizando o banco de dados SILVA SEED v123 como arquivo de referéncia, e

removendo-se sequencias irrelevantes para a analise (cloroplastos, mitocondria e de eucarioto)

Apenas as sequencias de alta qualidade e normalizadas foram utilizadas para a
classificacdo taxondmica, construcdo dos graficos de rarefacdo e os calculos dos indices de
diversidade (SHANNON, 1949; SIMPSON, 1949) e riqueza (XIAO, 2012). As sequencias
representativas de cada OTU foram submetidas a classificacdo de géneros, baseadas em
comparagao com o banco de dados SILVA SEED. Além de pesquisa bibliografica a respeito da

importancia agrobiotecnoldgica dos géneros das OTUs apresentadas neste trabalho.

3.4.6. Analises de diversidade e riqueza do Microbioma endofitico

Uma compilacdo de dados para definir o grupo de géneros bacterianos endofiticos, os

mais abundantes, foi realizada utilizando uma busca na literatura por dados de géneros de
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bactérias endofiticas, a partir de tecidos radiculares e foliar, sendo esses superficialmente-
desinfestados e caracterizados através do sequenciamento do gene 16S rRNA, de trabalhos dos
altimos anos (BULGARELLI et al., 2012; SHAW et al., 2015; SILVA et al., 2010; HUNGRIA
THOMAS et al., 2012) foi realizado para serem compilados juntamente com os dados deste
presente trabalho, com a fim de estabelecer um grupo de géneros mais presentes. O critério de
definicéo foi selecionar os géneros com frequéncia > 3 De géneros encontrados por amostras

dos dados compilados.

3.4.7. Andlises de Bioinformatica

Os dados do sequenciamento foram analisados utilizando o software Mothur v1.39.3
(ZHANG et al., 2011), passando pelos processos onde foram montados contigs a partir dos
reads forward e reverse (pair-ends), as contigs foram alinhadas com o uso do banco de dados
SILVA SEED v119 (disponivel em https://www.mothur.org) .

Para analisar a presenca de taxons distintos e relacionados, feita a interpretacdo por
diagrama de Venn das atribuicbes taxonémicas totais, foram construidos usando a funcéo
draw.quad.venn do Ven-Pacote Diagram v1.6.20 (TIMP, 2010). Desta forma sendo explorada
a de distingdo dos compartimentos de arroz. Sendo agrupados e atribuidos usando o complete,
do comando hclust. A diversidade das partes foi analisada com o indice de diversidade de
Shannon (H,) usando uma estimativa junto ao comando da diversidade como parte do pacote
Vegan-Oksanen, 2015.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises de DNA Total

Apo0s a extracdo do DNA total das trés amostras de cada tecido estudado, descritas neste
trabalho, foram avaliadas quantitativamente e qualitativamente por fluorimetria, obtendo uma
média de ~101,26 ng para raizes e ~ 100,53ng para folhas. Mantendo as razdes de absorbancia
dentro do padrdo (méaxima de 260nm), as amostras de raizes e folhas ficaram entre ~1.8 — 2.2,
e para absorbancia em 260/280 entre ~1,8 — 2.2 indicando o minimo de interferéncia de
proteinas, sais ou outros de contaminantes oriundos do processo de extracdo, demostrando a
pureza do material analisado. (Tabela 1).

Tabela 1. Analise qualitativa por espectrofotometria e analise quantitativa por fluorimetria, das
amostras de DNA total.

Tecido Amostras Razdes de absorbancia Massa Total (ng)
260/230 260/280 Qubit
R1 1,97 1,83 101,4
Raizes R2 2,01 1,91 99,8
R3 1,92 1,88 102,6
F1 1,88 1,85 97,7
Folhas F2 2,00 1,90 100,5
F3 1,99 1,87 103,4

Com a PCR foi obtido a presenca do DNA bacteriano nas amostras de DNA total, com
os iniciadores 515F, 802R e 806R, foi possivel identificar a predominancia do DNA bacteriano
em referencia a planta, isso devido aos blogueadores para DNA mitocondrial e cloroplastico. A
primeira faixa concentrada entre 500 e 200pb representa o perfil bacteriano, indicando que
amplificons de mitocondrias e bactérias resultam em fragmentos de composicdo e tamanhos
diferentes (Figura 5).
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Figura 5. Perfis moleculares dos amplicons com os oligonucleotideos iniciadores 515F, 802R e 806R.

Nessa perspectiva foi utilizada a técnica de PCR que conseguem fazer a distin¢do do
DNA vegetal do bacteriano por meio dos amplicons de tamanhos diferentes (SUN et al., 2008).
Isso garante com que ndo seja necessario o cultivo das bactérias para se identificar em quais
grupos estdo presentes. Essa técnica pode ocasionar baixa quantidade do genoma bacteriano, e
consequentemente em erros no mapeamento (Zhang et al., 2011).

A Polimerase Phi29 é usada em pesquisas atuais na tentativa de resolver esse empecilho
da baixa quantidade, sendo possivel a ampliacdo gendmica mais efetiva (SOLOVYEV, et al.,
2011). Ainda existem davidas em relagdo a interferéncia que a ampliacdo exerce no
microbioma, implicando em mais estudos sobre a legitimacdo no estudo de metagenomas
(SHAW, 2015). Contudo, a técnica mostrou-se muito satisfatoria para o objetivo proposto,
foram identificados grupos bacterianos em nivel de géneros com capacidade de habitar em
locais distintos e simultdneos em arroz e que possuem funcéo de BPCP.

4.2. Sequenciamento dos genes 16S rRNA

Obtido no total de 119.194 reads bacterianas, tendo maior percentual encontrado nas
raizes (> 99%), 110 pertencentes a planta, com maior concentracdo nas folhas. Apos a etapa de
filtragem por qualidade e montagem de contigs das sequencias, ~60.000 reads foram
classificados como sendo de alta qualidade. Apenas 5% dessas sequéncias se tratavam de

quimeras.

Tabela 2. Caracteristicas das sequéncias. O nimero e sua porcentagem correspondente de 16S derivados
de plantas e bactérias, bem como o comprimento médio em pares de base (pb).
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Reads vegetais Reads bacterianas Tamanho
Amostras o

namero  porcentagem numero porcentagem médio (pb)
Raizes 40 0,06 61.327 99,94 450
Folhas 70 0,12 57.867 99,88

* Resultados para o perfil taxondmico baseado em 16S dos dois tecidos.

Como o centro deste trabalho foi a identificacdo do microbioma em compartimentos
de arroz, foi preciso uma identificagdo de um microbioma central/geral até chegar num conjunto
especifico a fim de montar um perfil de identificacdo. No entanto, independente da estimativa
de riqueza observada nos compartimentos cada parte estudada teve presenca de géneros entre
si e distintamente. A microbiota endofitica estd em baixo numero em relacdo a microbiota do
solo ou da rizosfera, e a quantidade de células vegetais (BULGARELLI et al., 2012), logo, fez-
se necessario uma técnica de distingdo aprimorada destas bactérias endofiticas, para que seja
evitado um excesso de presenca de DNA vegetal (mitocondrial, plastidial e nuclear)
(GRANGEASSE et al., 2012).

4.3. Diversidade, riqueza e perfil taxondémico

Os indices de diversidade e riqueza (Tabela 3) revelaram que as amostras foram ricas
e diversas em OTUs. Para as amostras de raizes houve maior homogeneidade em relagéo as de
folhas (indice de Simpson), enquanto que para as folhas. Demostrando que para as amostras de

raizes a diversidade foi maior.

Tabela 3. Estimadores de riqueza e diversidade. O nimero de sequéncias observadas (Sobs) e a riqueza

estimada (Chao, ACE), a diversidade (Simpson, Shannon e Nimero Efetivo de Espécies — NEE).

Estimador de Riqueza Estimador de Diversidade

Sobs Chao ACE Simpson  Shannon NEE
Raizes 1248 1376,7 13331 0,071 3,76 66
Folhas 894 947,2 959,6 0,066 2,98 55

*Os valores dos limites do intervalo de confianca de 97 % estéo representados entre parénteses.

Os indices estimadores de riqueza e diversidade utilizados neste trabalho (Tabela 3)

demonstraram que o estimador Chao que denomina se uma comunidade est4 sendo amostrada
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e espécies raras ainda estdo sendo descobertas, podendo haver espécies mais raras nédo
encontradas (CHAO, 2012), os valores estimados maiores do que os observados. O indice de
diversidade Simpson, mostra a probabilidade de dois individuos selecionados ao acaso em uma
amostra ser pertencente a mesma especie. Neste aspecto, existe um grau de incerteza em
classificar a espécie que um grupo pertence, logo, quanto maior for essa incerteza, maior sera

o valor e maior sera a diversidade da amostra (SHANNON, 1949).

Foram detectadas no total 88 géneros, revelando a predominancia de membros das
Proteobacterias, com ~63% para amostras de tecidos radiculares e ~55 % para foliares,
pertencentes principalmente as Alfa-, Beta- e Gammaproteobacteria, tendo uma maior

representatividade da Alfa em amostras de folhas e das Beta em raizes (Figura 6).

[ Proteobacterias B Outros

Folhas -

Raizes -

Tecidos

T T T T T T T T T 1

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B80% 90% 100%

Abundancia Relativa

Figura 6. Diversidade de Filos das OTUs detectadas nas amostras, de acordo com sua abundancia
relativa.

Embora tanto raiz quanto folhas tenham apresentado maior presenca de
Alphaproteobacterias, em termos de percentual, as folhas tiveram maior quantidade (67%),
seguido das Gammaproteobacetrias (22%). Enquanto que, nas raizes, tiveram uma maior
representatividade comparado as folhas, o grupo das Betaproteobacterias (2x maior). Outras
classes como as Deltaproteobacterias e Epsilonproteobacterias estavam nas duas areas, em

percentuais menores (Figura 7).
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Figura 7. Diversidade das OTUs detectadas nas amostras, grupo Proteobacterias de acordo com
sua abundancia relativa.

Dentre os filos encontrados, o das Proteobacterias foi o0 que mais teve
representatividade, por ser o mais estudado e o que tem mais representantes de bactérias
diazotréficas, compilando a maior parte de microrganismos com potencialidade de fixar
nitrogénio, sendo de grande importancia para as culturas de arroz (Garcia et al. 2015). Das cinco
classes desse filo, as mais encontradas foram as Alpha e Betaproteobacteria, essas classes sdo
abundantes no arroz, sendo essenciais no funcionamento do ecossistema na regulacédo do ciclo
de carbono (C), nitrogénio (N), enxofre(S) e ferro (Fe) (Sun et al. 2015).

Auxiliam também produzindo antibiéticos em resposta a patdgenos, sejam eles
bacterianos e/ou fungicos (SON, 2013) e na sintese de fitohormoénios que ajudam no
crescimento das plantas (Lee et al., 2006). Dada a importancia potencial das Alfa -, Beta —,
Gamaproteobacterias e Deltaproteobactérias tém forte papel na disponibilidade de nutrientes,
promogéo do crescimento e inibicdo de doencas (DONOT, 2012). De todas as classes, a que
menos teve representatividade, a Epsilonproteobacteria, é apresentada em estudos demostrando
a caracteristica de serem mais presentes em locais extremos em termos de fatores abiéticos (SU

et al., 2014) sugerem que elas pouco interagem com outras Proteobacterias.

No total foram encontrados cerca de 14 filos que estdo presentes tanto nas amostras
analisadas de folhas e raizes. Destes se destacam por estarem presentes nos dois
compartimentos Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Acidobacteria, Actinobacteria, Fimicutes,
Cyanobacteria, Nitrospirae, foram as mais encontradas. De modo, que unicamente em folhas
ndo estavam presentes Chloroflexi, Planctomycetes, Fibrobacteres e Flavobacteria (Figura 8).
Sendo os grupos das Firmicutes, Acidobacterias e Bacteriodestes, foram encontradas e

classificadas como as que mais possuiam géneros representantes entre as amostras.
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Figura 8. Diversidade de filos das OTUs detectadas nas amostras, exceto as sub-divisdes do grupo
Proteobacterias, de acordo com sua abundéancia relativa.

Ja em relacdo aos géneros encontrados em arroz, as raizes tiveram maior diversidade
(25), sendo 15 para folhas e 48 encontrados em ambos (Figura 9). Os géneros encontrados estdo

catalogados no Anexo.

Raizes

Folhas

Figura 9. Diagrama de Venn mostrando os géneros bacterianos compartilhados e Gnicos.

Dos g@éneros encontrados unicamente em raizes o0s Rhizobium, Spirochaeta,
Bradyrhizobium s&o carateristicos do ambiente, apresentando potencialidade para bioprodutos
(ZHENG et al., 2013); Na fixacao de N, ja que agem na absor¢do de S organico e inorganico,
importantes na sintese da nitrogenase e de outras proteinas ferro-S participantes na fixacéo de
nitrogénio, compilando dados desse trabalho com os encontrados por Cordeiro (2014) que
avaliou estirpes desse género em culturas de arroz, milho, soja e feijao e perceberam que houve

aumento de biomassa; um trabalho feito por Silva et al . (2014).
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As Nitrospira estdo entre os nitrificadores mais diversos, além da alta eficiéncia em
fixacdo N2 por algumas espécies como a N. moscoviensis que se descobriu possuir genes que
codificam uma uréase e divide a ureia em aménia e CO2, apresentando uma flexibilidade
metabolica ao utilizar com ou sem oxidacao do nitrito, usando oxigénio, nitrato ou os dois como
aceptores finais de elétrons, mostrando a versatilidade na participacdo de processos na ciclagem
do N (ZHANG, 2011).

As Achromobacter mesmo sendo identificadas nas raizes possuem eficiéncia de
utilizacdo do N na parte aérea; na produtividade de gréos, dando um grande rendimento nos
indices de colheita na biomassa em gramineas (CORDEIRO, 2014), Mesmo assim ha diferencas
na quantidade desses géneros em folhas e raizes, sugerindo que a colonizacdo desses grupos em
diferentes compartimentos no vegetal, a procura por regides-alvo do gene 16S rRNA, em
abordagens de sequenciamento e profundidades de sequenciamento em diferentes estudos,
trazem resultados além da diversidade, dos tipos que mais sdo encontrados nos
microbiomas(COSTA et al. 2014).

Nas amostras de folhas 0os géneros mais expressivos e que possuem propriedades
benéficas as plantas os Chthoniobacter que tem envolvimento na quebra do carbono organico,
Desulfomicrobium e Acanthopleuribacter tem grande eficiéncia na reducdo de sulfato em
sulfeto, e na presenca de sulfato, piruvato e lactato séo oxidados incompletamente em acetato
e importantes no processo de transformacdo de compostos nocivos em compostos assimilaveis
pelas plantas (MELCHER et al., 2014). Sendo interessante a presenca do género Nitrospirae
responsavel em reduzir o sulfeto assim como os outros géneros falados, contudo, sua
capacidade em arroz foi proposta por Mark et al. (2019) em solo anoxico e foi significativo na
reducdo de sulfato. Logo, esses genros em especial, possuem potenciais e conjunto para

posteriores pesquisas, podendo ser feitas de maneira integrada.

Os géneros encontrados nas duas partes (folhas e raizes) apresentam importantes
contribuicbes no crescimento das plantas. Os Azospirillum, Beijerinckia, Burkholderia,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Acetobacter, trazem resultados positivos na fixacao
bioldgica de nitrogénio (FBN), e na sintese de hormdnios nas plantas, entre outros. Nos estudos
feitos pela Embrapa Amazo6nia Ocidental e Embrapa Soja com Azospirillum, enfatiza a fixacdo
de N demostrando aumento de biomassa e rendimentos de cultivares de interesse econémico,
como ilho, sorgo e arroz, nas pesquisas a inoculacdo com Azospirillum brasiliense, no que se

refere a producdo de fitohormonios, representantes desse género junto com Herbaspirillum
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trazem uma resposta eficaz na sintese de auxinas e inibicdo da producdo de inddis em arroz e
milho (DONOT et al, 2012).

Bactérias de vida livre como as do género Beijerinckia, possuem a funcao de fixacéo de
nitrogénio atmosférico, tendo um diferencial de outros diazotroficos, apresentando uma grande
tolerancia a acidos, sendo capazes de crescer e fixar nitrogénio em pH 3,0-4,0 (Becking, 2006),
possuindo subclasses compartilhadas com Mycobacterium, Azospirillum, Agrobacterium,
Acetobacter e Gluconobacter, e parentesco com algumas espécies de Xanthomonas, e

Rhizobium, que nesse trabalho foram encontradas apenas nas folhas e raizes, respectivamente.

O género Burkholderia é bastante estudado, por sua capacidade de inoculagdo néo so
em partes como raizes e folhas, mas sdo encontrados em sementes e em plantulas de arroz,
auxiliando na producéo do fitohormdnio auxina/acido 3-indolacético promovendo crescimento
vegetal (MAROPOLA et al. 2015). Em trabalhos onde ha a presenca de Burkholderia em folhas
de arroz, houve um aumento na capacidade de assimilacdo de fontes de carbono presentes no

solo, também notado em raiz com o aumento da zona pilifera (Melotto, 2006).

Outro género j& bem caracterizado por sua grande eficiéncia na promoc¢do de
crescimento, através da fixacdo de N e producdo de fitohormdnios, sendo ele o
Gluconacetobacter, € muito associado a cultura do arroz, em trabalho onde se constatou a
utilizacdo do acido 2-ceto glucénico como uma fonte de carbono, favorecendo a fixacéo de
nitrogénio (MENESES et al., 2011), tendo habilidade ate em condi¢Ges microaerofilicas
(BARBOSA, 2014), além de ser benéfica para o arroz agronomicamente, estudos feitos por
Santos, 2017., e Barbosa, 2014 ao relacionar a inoculacdo de G. diazotrophicus com aumento
na expressao de genes PSCR e BADH que expressam osmoprotetores como prolina e glicina-
betaina contra estresse hidrico em arroz, e um maior rendimentos em massa seca e capacidade
em ser biofertilizantes. Além de fungdes de fixacdo, o Acetobacter e Herbaspirillum também
apresentaram a capacidade de alta producdo de AIA que contribuem para o crescimento vegetal,

enquadrando todos esses géneros encontrados no arroz com caracteristicas complementes.

Ao analisar e comparar 0s grupos bacterianos presentes nas raizes e folhas, podemos
verificar que ha uma maior variedade de bactérias endofiticas presentes nas raizes, que em
partes aéreas da planta, sugerindo as raizes como a principal porta de entrada de endofiticos
para as plantas hospedeiras (MILIUTE et al., 2015). Isso ndo s6 pela maior diversidade que o
ambiente radicular tem, mas também pela melhor forma de adentrar nas plantas, pelo ambiente

ser menos hostil em termos de intempéries como visto nas partes mais altas (PEREIRA et al.,
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2011).Todavia, também foram mencionados trabalhos com a presenca de espécies dos géneros
compartilhados entre as duas partes, pelas quais tiveram uma maior quantidade de géneros

encontrados.

Os dados do presente trabalho, juntamente com os da literatura, permitiram a
identificacdo de bactérias endofiticas mais citadas e com caracteristicas similares entre si.
Comparando a composicdo desse grupo com OTUs detectada no presente trabalho, é possivel
observar que 13 OTUs, pertencentes a todos géneros, estdo incluidas no grupo de géneros mais
citados. Os géneros foram Azospirillum, Beijerinckia, Burkholderia, Gluconacetobacter,
Herbaspirillum e Acetobacter foi interessante notar que todos desse grupo também sao

encontrados na endosfera de outros tipos de arroz, de sorgo e milho (PANDEY et al., 2014).

Estes resultados indicam um padrdo da endosfera entre a familia Poaceae, tais como
bactérias que possibilitam maior fixacdo de Nitrogénio, diferentes fontes de obtencdo de
Carbono, participacdo na biossintese de fitormonios, protecdo contra patdgenos e agentes
abioticos, possibilitando crescimento vegetal e um maior rendimento agrondmico. Mesmo essa
diferenca sendo mostrada, traz uma sugestéo de que as plantas podem escolher microrganismos
que as apoiam, atendendo as necessidades fisiologicas comuns entre os tipos de arroz. Ao
encontrar microrganismos similares a essas culturas, se observa que a remontagem de
microbiomas da filosfera a partir dos dados brutos das analises do genoma da planta é possivel,
e este amplo estudo de associa¢do do genoma pode lancar luz sobre a identificacdo de fatores

funcionais que regulam as interac@es planta-microbioma.
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5. CONCLUSAO

Foi observada a deteccdo da prevaléncia de Proteobactérias em todas as amostras e,
entre elas, as bactérias que podem contribuir para a fixagéo biolégica do nitrogénio no arroz

conforme relatado anteriormente.

Foi possivel detectar géneros ja conhecidos por suas propriedades de BPCP. Havendo a
identificacdo da composicdo de representantes com tais potencialidades que habitam locais
distintos no arroz, abrindo discussdo para trabalhos mais profundos sobre caracteristicas que as

fazem se estabelecerem concomitantemente.

As principais OTUs encontradas em ambas as amostras pertenceram a Firmucutes,

Bacteroidetes, Actionobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia e Planctomicetes.
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Anexo - Relacéo dos géneros encontrados em raiz e folhas
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Género Raiz Raiz/Folha folha
1 Achromobacter Acetobacter Acanthopleuribacter
2 Bradyrhizobium Acidocella Ancylobacter
3 Chondromyces Acidobacterium Chthoniobacter
4 Delftia Agrobacterium Cytophaga
5 Desulfobacterium Arthrospira Desulfomicrobium
6 Dokdonella Azospirillum Fusobacterium
7 Erwinia Azorhizobium Leptospirillum
8 Flavobacterium Bacillus Leuconostoc
9 Fibrobacter Bacteroides Luteolibacter
10 Geobacter Beijerinckia Nitrospirae
11 Mesorhizobium Burkholderia Sphingobium
12 Microbacterium Caulobacter Spirosoma
13 Nitrospira Chloracidobacterium Streptococcus
14 Novosphingobium Clostridium Telmatobacter
15 Nitrolancea Crupiavidus Xanthomonas
16 Opitutus Dyella
17 Pedosphaera Enterobacter
18 Pelobacter Escherichia
19 Planctomyces Filimonas
20 Pontibacter Geothrix
21 Rhizobium Gluconacetobacter
22 Serratia Gluconobacter
23 Spirochaeta Herbaspirillum
24 Sporosarcina Holophaga
25 Sulfurospirillum Ilyobacter
26 Kaistia
27 Klebsiella
28 Labrys
29 Listeria




30 Methylobacterium

32 Mycoplasma

34 Paenibacillus

36 Phaeospirillum

38 Prosthecobacter

40 Rickettsia

42 Sphingomonas

44 Swaminathania

46 Terriglobus

48 Xanthobacter
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