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RESUMO

A cana-de-acucar tem grande importancia econ6mica para o Brasil,
principalmente para o Estado de Sao Paulo, onde se concentra a maior producao
dessa cultura. No entanto, a emissado crescente de gas carbdnico na atmosfera esta
ocasionando aumento na temperatura média e diminuicdo da quantidade de chuvas
nas regides produtoras de cana-de-acUcar. Na rizosfera, as bactérias do solo estéo
intimamente relacionadas com as plantas e podem promover o crescimento vegetal.
Dessa forma, o estudo do efeito das mudancas ambientais na rizosfera de cana-de-
acucar podera proporcionar novas informacdes a respeito da interacdo planta-
microbiota e como 0s micro-organismos poderiam ajudar as plantas a sobreviverem
em condi¢Bes adversas. Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito do estresse hidrico na microbiota associada a rizosfera de duas variedades
(CTC9001 e RB855536) de cana-de-aclUcar por sequenciamento do
metatranscriptoma. Além disso, a microbiota cultivavel da rizosfera da variedade
CTC9001 foi isolada e avaliada quanto a capacidade de promover crescimento
vegetal. O Capitulo 1 deste trabalho apresentou os resultados do metatranscriptoma
da rizosfera associada a variedade de cana-de-acUcar resistente a seca (CTC9001).
Os resultados indicaram que a microbiota associada a rizosfera da variedade
resistente € dominada principalmente por Proteobacteria, Actinobacteria e
Bacteroidetes e que o estresse hidrico provocou alteracdes nessas comunidades.
Uma diminuicdo na expressdo de genes relacionados ao crescimento e ao
metabolismo energético ocorreu principalmente nas amostras submetidas a oito dias
de estresse hidrico e foram relacionadas com os géneros Sorangium e
Rhodanobacter. Por outro lado, genes associados a fungbes celulares como
mobilidade por flagelo, adeséo celular e degradacéo de proteinas aumentaram sua
expressdo em oito dias de estresse hidrico e foram relacionadas ao género
Aequorivita. Esse género também apresentou correlacdo positiva com os acidos
organicos exsudados pela planta. O mesmo experimento de estresse hidrico foi
conduzido para a microbiota associada a rizosfera da variedade de cana-de-agucar
sensivel a seca (RB855536). Assim sendo, o Capitulo 2 apresentou os resultados
obtidos da comparacao entre a microbiota da rizosfera associada as duas variedades

de cana-de-acgucar (resistente x sensivel). Esses resultados mostraram que a



microbiota da variedade sensivel de cana-de-acucar apresentou respostas diferentes
em comparacdo aos dados obtidos para a variedade resistente. Essa diferenca na
resposta da microbiota entre as duas variedades de cana-de-agucar foi observada
mesmo em tempos mais curtos de estresse hidrico (dois dias). A variedade sensivel
apresentou modificacfes na expressado de genes associados a proteinas de ligacéo
ao DNA e ao ribossomo, ao longo de todo o periodo de estresse hidrico avaliado.
Nessa variedade, o género Streptomyces e a familia Polyangiaceae apresentaram os
maiores valores de expressao génica aos 12 dias de estresse hidrico, provavelmente
devido a capacidade de formarem esporos ou responderem mais rapido as mudancas
ambientais. Streptomyces também apresentou varios transcritos correlacionados de
forma negativa com os 4cidos organicos exsudados pela planta, os quais podem ter
atuado como sinalizadores para mudancas na expressao de alguns de seus genes.
Finalmente, os resultados do isolamento de bactérias da rizosfera de cana-de-acucar
CTC9001 foi apresentado no Capitulo 3. As analises revelaram uma grande
abundancia de bactérias do género Arthrobacter, Pseudomonas, Microbacterium e
Bacillus. Muitos isolados apresentaram resultados positivos para a capacidade de
crescimento vegetal e crescimento sob estresse hidrico (na presenca de PEG),
sugerindo que os isolados poderiam ser utilizados como componentes de
biofertilizantes comerciais para a agricultura. Testes de crescimento vegetal em
plantas de tomate revelaram que o isolado Pseudomonas sp. WS02-30 aumentou o
comprimento das raizes das plantas, provavelmente devido a sua capacidade de
produzir &cido indol acético (IAA) e l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)

deaminase.



ABSTRACT

Sugarcane is a very important crop for the Brazilian economy, especially for
the State of Sdo Paulo, where the largest production of this crop is concentrated.
However, the emission of carbon dioxide in the atmosphere is promoting an increase
in the average temperature and a decrease in the rainfall in the sugarcane producing
regions. In the rhizosphere, soil bacteria are closely related to plants and they can
promote plant growth. Thus, the study of the effect of environmental changes on
sugarcane rhizosphere could provide new informations about plant-microbiota
interaction and how the microorganisms could help plants to survive in adverse
conditions. Therefore, the aim of the present work was to evaluate the effect of water
stress on the associated-rhizosphere microbiota of two sugarcane varieties (CTC9001
and RB855536) by metatranscriptome sequencing. In addition, the cultivable
rhizosphere microbiota of CTC9001 variety was isolated and evaluated for the ability
to promote plant growth. Chapter 1 of this work presented the results of rhizosphere
metatranscriptome of the dry-resistant sugarcane variety (CTC9001). The results
indicated that Proteobacteria, Actinobacteria and Bacteroidetes dominated the
bacterial community associated with rhizosphere of the dry-resistant sugarcane variety
and that water stress caused changes in these communities. A decrease in the
expression of genes related to growth and energy metabolism occurred mainly in the
samples submitted to eight days of water stress and were related to the Sorangium
and Rhodanobacter genera. On the other hand, genes associated with functions such
as flagella mobility, cell adhesion and protein degradation increased their expression
in eight days of water stress and were related to the genus Aequorivita. This genus
also showed a positive correlation with the organic acids exuded by the plant. The
same water stress experiment was performed for the rhizosphere-associated
microbiota of the dry-sensitive sugarcane RB855536. Thus, Chapter 2 presented the
results obtained from the comparison between the rhizosphere-associated microbiota
to the two sugarcane varieties (resistant x sensitive). These results showed that the
microbiota of dry-sensitive sugarcane variety presented different responses compared
to the data obtained for the resistant one. This difference in microbial response
between the two sugarcane varieties was observed even in short times of water stress

(two days). The dry-sensitive variety showed changes in the expression of genes



associated with DNA and ribosome binding proteins, throughout the entire period of
drought stress evaluated. In this variety, the genus Streptomyces and the family
Polyangiaceae showed the highest values of gene expression at 12 days of water
stress, probably due to the ability to form spores or respond faster to environmental
changes. Streptomyces also presented several negatively correlated transcripts with
organic acids exuded by the plant, which may have acted as signals for changes in the
expression of some of its genes. Finally, the results of the isolation of bacteria from
CTC9001 sugarcane rhizosphere were presented in Chapter 3. The analyzes revealed
a high abundance of Arthrobacter, Pseudomonas, Microbacterium and Bacillus
genera. Many isolates showed positive results for plant growth capacity and growth
under water stress (in the presence of PEG), suggesting that the isolates could be
used as components of commercial biofertilizers for agriculture. Plant growth tests on
tomato plants revealed that the isolate Pseudomonas sp. WS02-30 increased the root
length of plants, probably due to its ability to produce indole acetic acid (IAA) and 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase.
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INTRODUCAO

Mudancas climaticas e o impacto no regime de chuvas

As mudancas climaticas séo altera¢des no estado do clima, as quais podem
ser identificadas (usando testes estatisticos) por modificacbes na média e/ou na
variacdo das suas propriedades (temperatura, pluviosidade), que persistem durante
um longo periodo de tempo, tipicamente por décadas ou mais. Essas mudancas
podem ser devido a altera¢cdes naturais do clima ou como resultado da atividade
humana. As mudancas climaticas que ocorrem naturalmente sdo causadas, por
exemplo, por alteracGes na radiacao solar, fenbmenos vulcanicos e eventos climaticos
naturais (El Nifio e La Nifia). As mudancas climaticas de fonte antropogénica, por sua
vez, sdo causadas pelo aumento da emissdo de gases responsaveis pelo efeito
estufa, como o gas carb6nico (IPCC, 2007).

Segundo o Intergovernmental Panel on Climate Change a emissao global
dos gases do efeito estufa devido as atividades humanas vem crescendo desde o0s
tempos pré-industriais (baseado em registros de 1750 a 2011). No entanto, metade
dessa emissdo ocorreu somente nos ultimos 40 anos. Os gases de longa duracéo
emitidos sdo diéxido de carbono (CO2), metano (CHa4), Oxido nitroso (N20) e
hidrocarbonetos halogenados (um grupo de gases que contém flaor, cloro ou bromo
em sua composic¢ao) e sdo provenientes da queima de combustiveis fosseis, pecuaria,
atividade industrial, queima de biomassa e desmatamento (IPCC, 2014).

Entre os efeitos causados pelas mudancas climéticas podemos citar a
diminuicdo da camada de gelo e neve no Artico, a ocorréncia de eventos climaticos
extremos como furacdes e estiagens prolongadas, o0 aumento da temperatura média
e a mudancga no regime pluviométrico, causando seca em determinadas regides e
aumento de chuvas em outras (Le Houerou, 1996; Hardy, 2003; IPCC, 2007).

No Brasil, o primeiro Relatorio de Avaliagdo Nacional (RAN1) do Painel
Brasileiro de Mudancas Climéaticas (PBMC, 2014, atualizado em novembro de 2016)
revelou um aumento da temperatura media e alteracdes no regime pluviométrico
brasileiro. Segundo o relatério, é estimada uma diminuicao significativa das chuvas
em grande parte do territorio brasileiro no préximo século, aumentando o nimero de

eventos de seca extrema e estiagens prolongadas. Na regido do Cerrado, por
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exemplo, espera-se um aumento de 1°C na temperatura e uma diminuicdo de 10% a
20% na precipitacdo até 2040, o que podera ocasionar seca em algumas regides,
principalmente no Norte e no Nordeste do pais.

Um relatorio atual divulgado pelo Ministério do Meio Ambiente, em parceria
com o World Wildlife Fund (WWF) — Brasil, estima que a regido Sudeste também ira
apresentar periodos de seca no futuro. Apesar das mudancas previstas nessa regiao
serem menores comparadas com os demais estados brasileiros, essas pequenas
variacdes no clima podem apresentar grandes problemas para o meio ambiente e para
a agricultura da regido (MMA, 2017).

Impacto da seca no cultivo de cana-de-agucar

A cana-de-acucar é amplamente conhecida por seu uso na producéo de
energia, etanol e aclcar, sendo o Brasil o maior produtor mundial. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONABE) é esperado que a cultura de cana-
de-acucar ocupe 8,74 milhdes de hectares na safra 2017/18, principalmente no Estado
de Séo Paulo, com uma producéo de 635,6 milhées de toneladas de cana-de-acucar
(CONABE, 2017).

Devido a grande importancia da cultura de cana-de-aglcar no pais e sua
alta demanda por agua, as mudancas no regime de chuvas previstas para 0s proximos
anos podem prejudicar sua producdo. No Nordeste brasileiro, por exemplo, a
escassez de agua nas regides canavieiras esta prejudicando a producao de cana-de-
acucar na regido, pois ndo ha umidade suficiente no solo para o desenvolvimento da
planta (Inman-Bamber & Smith, 2005; CONABE, 2013; CONABE, 2017).

A capacidade de sobrevivéncia da cana-de-agucar em ambientes restritivos
em agua é bastante variavel entre as diferentes variedades comerciais. Assim, um
melhor conhecimento da fisiologia e genética das plantas resistentes e susceptiveis
pode auxiliar nos programas de melhoramento e sele¢cado de sementes em locais onde
ha seca. Em variedades resistentes a seca, por exemplo, foi possivel observar um
aumento na expressao de genes associados a organizacao celular, metabolismo de
proteinas, sinalizagdo celular, transcricdo e sistemas antioxidantes, que contribuem
para uma resposta eficiente da planta sob situacdes de estresse e ameniza os efeitos
deletérios da seca (Prabu et al., 2011; Boaretto et al., 2014).
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Muitos estudos vém sendo conduzidos para entender os mecanismos de
resposta ao estresse hidrico da cana-de-acucar. No entanto, o desenvolvimento de
novas variedades mais resistentes ainda é desafiador e requer longos periodos de
estudos, principalmente devido a complexidade genética dessa planta, como o grande
namero de cromossomos (2n = 100-130) e a poliploidia (8-10x). (Kossmann, 2012;
Scortecci etal., 2012; De La Fuente et al., 2013). Uma outra abordagem para amenizar
os efeitos do estresse hidrico em culturas de cana-de-agucar € explorar o0s
mecanismos de associagao entre essa cultura e os micro-organismos da rizosfera e
saber qual é o papel desta comunidade microbiana na saude e crescimento das
plantas. Nesse caso, o estudo dos exsudados radiculares liberados pelas raizes é
importante para compreender a interagcdo planta-micro-organismos (Compant et al.,
2010; Mehnaz, 2013; Pieterse, 2016).

Importancia da comunidade microbiana da rizosfera na promocdo do

crescimento vegetal sob condi¢gBes normais e de estresse hidrico

O termo rizosfera se refere a porcéo do solo influenciada diretamente pelas
raizes das plantas através da liberacdo de exsudatos radiculares. Esses exsudatos
sao fontes de nutrientes e vitaminas os quais sao utilizados por diferentes bactérias e
estimulam o desenvolvimento de comunidades microbianas. As bactérias presentes
na rizosfera formam um grupo heterogéneo que podem estar presentes na forma livre
no solo, na superficie das raizes ou associadas a elas (endofiticas) (Smalla et al.,
2006; Compant et al., 2010).

Fatores como o gendtipo da planta e o seu estagio de desenvolvimento
influenciam diretamente a comunidade microbiana presente na rizosfera por meio dos
exsudatos radiculares, formando uma comunidade com diversidade e caracteristicas
préprias (Chaparro et al., 2013; Cotta et al., 2014). A comunidade microbiana da
rizosfera é geralmente menos diversa daguela que esta presente no restante do solo
devido a capacidade da planta de selecionar os micro-organismos mais apropriados
para colonizar sua rizosfera (Berendsen et al., 2012).

Muitas bactérias presentes na rizosfera sdo conhecidas como bactérias
promotoras do crescimento vegetal (PGPR, do inglés, Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria). As PGPRs estdo ganhando destaque devido aos inUmeros beneficios

gue promovem nas plantas hospedeiras como maior crescimento, melhor
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desenvolvimento e protecéo contra patdgenos. Dessa forma, é cada vez mais comum
a exploracao dessas interacdes benéficas para melhorar a produtividade de plantas
comerciais (Pritchard, 2011). Essa exploracdo tornou-se particularmente importante
em situagcOes onde os cultivares sofrem algum tipo de estresse. Situagédo essa que
vem se tornando cada vez mais comum, devido os efeitos das mudancas climaticas.
Entre as caracteristicas mais importantes das PGPRs estdo a producao de fito-

hormonios, enzimas e disponibilizagdo de nutrientes.

Producéao de fito-horménios

Muitas bactérias presentes na rizosfera séo capazes de produzir diferentes
hormonios de plantas como auxinas, giberelinas, citoquininas, além de &cido abscisico
e etileno. Os fito-hormoénios produzidos por bactérias sdo importantes sinalizadores
gue regulam diferentes mecanismos das plantas como crescimento, desenvolvimento
e defesa contra agentes bidticos e abiéticos (Fuentes-Ramirez & Caballero-Mellado,
2006; Ahemad & Kibret, 2013).

Entre as auxinas, o acido indol acético (IAA) € um dos fito-hormoénios mais
importante e mais produzido pelas plantas, além disso, ele também é produzido por
varias bactérias da rizosfera. O IAA, quando em niveis adequados, é capaz de
estimular o crescimento de raizes laterais e adventicias ou promover o alongamento
da raiz, o que melhora a captacdo de nutrientes e agua do solo pelas plantas,
conferindo maior tolerancia a seca (Bal et al., 2012).

Marulanda et al. (2009) avaliaram a eficiéncia das bactérias Pseudomonas
putida, Pseudomonas sp. e Bacillus megaterium, isoladas a partir de solos secos,
guanto a capacidade de estimular o crescimento em plantas de Trifolium repens sob
estresse hidrico. A inoculacdo de cada uma das bactérias aumentou a biomassa e o
conteudo de agua, principalmente guando associadas a fungos micorrizicos. Segundo
0s autores, a producéo de IAA pelas bactérias foi responsavel pelos resultados obtidos
nas plantas testadas. Além disso, P. putida e B. megaterium também apresentaram
tolerancia a estresse osmatico devido ao maior conteudo de prolina, um aminoéacido
envolvido na adaptacdo osmdtica, no interior das bactérias, necessario quando a
diminuicao dos teores de agua provoca aumento no teor salino do solo.

Bal et al. (2012) avaliaram a influéncia de bactérias produtoras de fito-

hormo6nios no crescimento de raizes de arroz. Todas as bactérias testadas foram



18

capazes de promover o aumento do comprimento e do peso seco das raizes em até
57% em comparacdo com a condicdo controle. Além disso, analises estatisticas
revelaram que o alongamento das raizes estava relacionado positivamente com a
producao de IAA.

Goswami et al. (2014) isolaram bactérias produtoras de I1AA da rizosfera de
Suaeda fruticosa, uma planta comum no deserto salino da India. De todos os isolados
selecionados, Bacillus licheniformis A2 apresentou as caracteristicas mais
proeminentes de promog&o de crescimento vegetal in vitro e foi testado in vivo para
promocao de crescimento de amendoim (Arachis hypogaea) sob condi¢cGes de solo
salino. Os resultados mostraram um aumento de biomassa fresca, do comprimento
total da planta e do comprimento da raiz tanto na presenca quanto na auséncia de
estresse salino.

Abbamondi et al. (2016) sugeriram uma relacdo entre a capacidade de
producdo de IAA por bactérias isoladas da rizosfera de diferentes variedades de
tomates e a estimulacdo do desenvolvimento de raizes radiculares em Arabdopsis
thaliana. Ambreetha et al. (2018), por sua vez, estudaram o efeito da rizobactéria
Bacillus altitudinis FD48 (conhecida pela producéo de IAA, e outros fito-horménios) no
crescimento de plantas de arroz variedade Co51. Os autores observaram um aumento
da concentracéo de IAA nas raizes das plantas quando inoculadas com B. altitudinis,
além de um aumento significativo da espessura da raiz e do aparecimento de raizes

laterais.

Producado da enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase

Em condicbes de estresse, as plantas modulam a expressao de varios
hormdnios, os quais induzem a expressao de genes relacionados a prote¢éo da planta
contra os efeitos deletérios. Um dos horménios das plantas que aumenta sua
concentracdo em resposta ao estresse € o etileno. No entanto, quando o nivel de
etileno se encontra muito elevado, conhecido como etileno de estresse, o crescimento
e 0 desenvolvimento das plantas sdo prejudicados, causando, por exemplo,
desfolhacdo, inibicdo do alongamento da raiz e senescéncia das folhas (Glick, 2007;
Singh et al., 2015).

Uma alternativa para reduzir os niveis de etileno nas plantas é inocular

bactérias capazes de produzir a enzima ACC deaminase na rizosfera. Essa enzima
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utiliza como substrato o ACC, precursor direto do etileno, convertendo-o em a-
cetobutirato e amoénia. A capacidade dessas bactérias em aliviar os sintomas do
estresse nas plantas é conhecida como toleréncia sistémica induzida (Yang et al.,
2009; Glick, 2014).

Barnawal et al. (2017) isolaram trés bactérias a partir de amostras de
rizosfera de Withania somnifera, uma planta medicinal indiana, capazes de produzir
ACC deaminase. Esses isolados (duas do género Pseudomonas e uma do género
Enterobacter) foram inoculadas em plantas de papoula (Papaver somniferum)
acometidas por infecgao fungica. Os resultados mostraram que as plantas inoculadas
tinham cerca de 50% mais biomassa em comparacdo com aquelas que néao
receberam in6culo, além de reduzirem o teor de etileno, diminuindo os efeitos do
estresse.

Sarkar et al. (2018) isolaram a bactéria Enterobacter sp. P23, produtora de
ACC deaminase, a partir de amostras de rizosfera de arroz. Essa bactéria foi inoculada
em plantulas de arroz em condigbes normais e sob estresse salino. Os resultados
mostraram que, com a inoculacdo da bactéria, houve uma melhora significativa nos
parametros morfoldgicos da parte aérea e da raiz das plantulas, além de uma maior
guantidade de clorofila, em ambas as condi¢cdes testadas. Para correlacionar a
producdo de ACC deaminase pela bactéria e o crescimento das plantulas, os autores
também utilizaram como in6culo uma linhagem de bactéria mutante para o gene acdS
(codificante para ACC deaminase), incapaz de produzir a enzima. Quando esta
linhagem mutante foi inoculada em plantulas de arroz na presenca de NaCl, observou-
se que a quantidade de etileno produzida era semelhante a das plantas né&o
inoculadas. Isto sugere que a atividade de ACC deaminase da linhagem selvagem
Enterobacter sp. P23 contribuiu para diminuir a quantidade de etileno nas plantas. Os
efeitos no crescimento de plantas de trigo por outras trés linhagens de Enterobacter
sp. produtoras de ACC deaminase foram testadas por Zhang et al. (2018). Os
resultados mostraram que todas as bactérias promoveram o crescimento das plantas
sob estresse hidrico intermediario, e uma delas, teve efeito positivo sob as plantas na

condi¢cédo de seca severa.
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Disponibilizacao de fésforo

O fosforo é um componente essencial para a nutricdo das plantas e esta
presente no solo na forma de fosfatos organicos ou na forma inorgéanica (precipitado
com cations ou ainda adsorvidos pelas particulas do solo). No entanto, as plantas nao
sdo capazes de absorver o fosforo quando estdo nessas formas. Por causa dessa
baixa disponibilidade de fosforo nos solos, as culturas agricolas sdo constantemente
suplementadas com fertilizantes fosfatados. Porém, essa préatica tem um alto custo
financeiro e ambiental, uma vez que esses fertilizantes sdo obtidos de fontes néo
renovaveis de fésforo (Graham & Vance, 2003). Muitos micro-organismos sao
capazes de produzir acidos organicos e solubilizar os compostos fosfatados, para que
0s componentes sejam disponibilizados no solo e utlizados pelas plantas,
possibilitando a diminuicdo do uso de fertilizantes (Marschner et al., 2006).

Anzuay et al. (2015) analisaram o efeito da inoculacdo de 18 bactérias
solubilizadoras de fosfato no crescimento do amendoim (Arachis hypogaea L.) e na
obtencao de fésforo, utilizando um solo com baixo teor desse nutriente. Os resultados
obtidos indicaram que a inoculacao das bactérias levou a um aumento principalmente
na parte aérea das plantas (comprimento e peso seco da parte aérea).

Ortiz et al. (2015) avaliaram a capacidade de alguns micro-organismos (em
consoércios ou isolados) em melhorar o crescimento de Trifolium repens em condi¢des
de seca. Entre os isolados testados, a bactéria Pseudomonas putida foi avaliada
devido a sua alta eficiéncia em solubilizar fésforo, além de produzir fito-horménios.
Com a inoculacgéo de P. putida, juntamente com outros micro-organismos, houve um
alongamento das raizes das plantas e maior eficiéncia em capturar nutrientes e agua
do solo, dessa forma, a planta foi capaz de se desenvolver mesmo em condicdes
aridas.

Kudoyarova et al. (2017) testaram os efeitos das bactérias solubilizadoras
de fosfato Pseudomonas extremaustralis I1B-Kil3-1A e Paenibacillus illinoisensis IB-
1087 em plantas de trigo. Os autores observaram um aumento da concentracao de
fésforo nas plantas inoculadas, sugerindo o aumento da capacidade de aquisicéo
eficiente de compostos de fosforo devido a solubilizacdo desse nutriente pelas
bactérias estudadas.

Zhang et al. (2017) isolaram 13 bactérias a partir de residuos de cogumelos

que foram testadas para a capacidade de solubilizacdo de fosforo e producdo de
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outros compostos. Os trés isolados que apresentaram maior taxa de dissolucédo de
fosfato foram avaliados quanto aos seus efeitos benéficos no crescimento inicial de
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. Wanza 15). Os trés isolados aumentaram
significativamente a matéria seca da parte aérea e a massa seca da raiz. Com base
nas comparacdes da sequéncia do gene de rRNA 16S as bactérias foram identificadas

como Acinetobacter (dois isolados) e Ochrobactrum (um isolado).

Fixacdo de nitrogénio

O nitrogénio € um importante macronutriente e € geralmente adicionado ao
solo por meio de fertilizantes. O uso de inoculantes contendo bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico pode aumentar a disponibilidade desse nutriente para a planta
e promover a reducédo do uso de fertilizantes quimicos, os quais podem causar Sérios
problemas ambientais como a contaminacdo do solo e &guas superficiais e
subterraneas (Vargas et al., 2014).

Em leguminosas, a associagdo simbidtica entre bactérias fixadoras de
nitrogénio e as plantas, através de nddulos nas raizes, € amplamente conhecida. No
entanto, plantas ndo leguminosas ndo possuem esse tipo de associacao (Puri et al.,
2018). Apenas em 1961, pesquisadores brasileiros reportaram a presenca de
bactérias diazotroficas em rizosfera de plantas ndo leguminosas como a cana-de-
acucar (Dobereiner, 1961). Desde entdo, estudos vém reportando uma grande
diversidade de bactérias capazes de fixar nitrogénio em varias plantas de interesse
comercial. Assim sendo, Creus et al. (2004) avaliaram o comportamento de plantas
de trigo em condicdes de seca inoculadas com a bactéria fixadora de nitrogénio
Azospirilum brasilense. Os resultados mostraram um maior teor de agua nas plantas
inoculadas em relacdo as plantas controle, além de uma menor perda de rendimento
dos gréos. Puri et al. (2015) inocularam plantas de canola com a bactéria diazotrofica
Paenibacillus polymyxa P2b-2R. Através da determinagcé&o do contetdo do nitrogénio
foliar (N e *N), foi possivel observar que cerca de 20% do nitrogénio teve origem
atmosférica nas plantas inoculadas, indicando uma interacdo planta-bactéria. Pham
et al. (2017) avaliaram a capacidade da bactéria fixadora de nitrogénio Pseudomonas
stutzeri A15 em promover o crescimento de plantas de arroz, comparando com o efeito
de bactérias mutantes, deficientes em fixacao de nitrogénio. Os resultados mostraram

um aumento do peso e do comprimento das plantas inoculadas com a linhagem
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selvagem, em comparacdo com a linhagem mutante ou com as plantas né&o
inoculadas, demonstrando que a habilidade de fixar nitrogénio pela rizobactéria pode

contribuir para o melhor desenvolvimento da planta hospedeira.

Composicao e aplicabilidade da comunidade microbiana da rizosfera de cana-

de-acucar

Devido a importancia econdmica da cana-de-aglcar, a microbiota
associada a esse cultivar tem sido alvo de varios estudos. Sabe-se que a comunidade
microbiana associada a rizosfera de cana-de-acUcar € bastante diversa. Nesse
ambiente pode ser encontrada grande abundancia de Proteobacteria, Acidobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes e outros filos bacterianos em menor
proporcao. Essas bactérias podem se relacionar com a planta, de forma benéfica ou
nao, promovendo crescimento ou causando doencas (Pisa et al., 2011; Mehnaz,
2013).

Entre as bactérias patogénicas, os seis géneros mais conhecidos séo
Acidovorax, Herbaspirillum, Leifsonia, Pectobacterium, Pseudomonas e
Xanthomonas, responsaveis por causar diferentes doengas em cana-de-acucar,
ocasionando grandes prejuizos em lavouras em todo o mundo (Mehnaz, 2013). Entre
as bactérias benéficas presentes na rizosfera de cana-de-acUcar, podemos citar as
fixadoras de nitrogénio como Azotobacter, Azospirillum, Beijerinckia e Klebsiella.
Gluconacetobacter também foi isolada de rizosfera de cana-de-agUcar e, além da
capacidade de fixacdo de nitrogénio, esse género também pode produzir fito-
horménios. Pseudomonas é um género bacteriano frequentemente associado a cana-
de-acucar e é conhecido pela capacidade de solubilizacdo de fosfato, producédo de
horménios, sideroforos e compostos anti-fingicos (Tejera et al., 2005; Mehnaz, 2013).

Recentemente, com o advento das novas tecnologias de sequenciamento
e obtencéo de dados em larga escala foi possivel ndo apenas obter informacdes mais
detalhadas sobre a composicdo taxondmica, mas também conhecer a funcao
desempenhada pelos micro-organismos associados a cana-de-agucar. Assim sendo,
Lin et al. (2013) usou metaprotedmica para avaliar as proteinas em solos rizoféricos
de cana-de-acucar e de cana-soca (cana crescida a partir de raizes que sobram no
campo apés o corte da planta). Os resultados mostraram que as proteinas

microbianas que apresentaram diferenca na expressédo nos dois tipos de cana-de-
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acucar estavam relacionadas com metabolismo de carboidrato e energia, transducéo
de sinal, transporte de membrana e metabolismo de aminoacidos, indicando que os
diferentes tipos de cana-de-agUcar ocasionam uma mudanca diferente na atividade
da microbiota do solo.

De Souza et al. (2016) descreveram a comunidade de bactérias e fungos
associados a diferentes ambientes da cana-de-acUcar por sequenciamento parcial do
gene de rRNA 16S e ITS (Internal Transcribed Spacer), utilizando a plataforma
lllumina. Nesse trabalho, a microbiota endofitica e exofitica da raiz, talos e folhas, além
da rizosfera e do solo foram avaliadas. Os resultados mostraram que a microbiota
associada a cana-de-acucar se origina de micro-organismos presentes no solo, os
quais colonizam a planta ja nos primeiros estagios de desenvolvimento. Além disso, a
comunidade da rizosfera apresentou maior riqueza de OTUs (Operational Taxonomic
Unit), com muitos membros pouco estudados como as familias Chitinophagaceae e
Rhodospirillaceae, além de grupos taxondémicos comumente conhecidos por sua
capacidade de promoc¢ao do crescimento vegetal como, por exemplo, Azospirillum,
Bacillus, Bradyrhizobium e Enterobacter.

O efeito das mudancas climaticas sobre as culturas de cana-de-acucar no
pais incentiva a busca de micro-organismos capazes de minimizar os danos do
estresse hidrico quando inoculados as plantas. Assim sendo, Vargas et al. (2014)
estudaram os efeitos da associacdo da bactéria diazotréfica Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 e da cana-de-acucar em condi¢cdes de seca. Os resultados
mostraram que G. diazotrophicus PALS5 foi capaz de aumentar a tolerancia da planta
a seca. A andlise dos genes diferencialmente expressos ha planta mostra uma inibicao
de alguns genes envolvidos na sua resposta ao estresse hidrico, uma vez que a
bactéria pode estar suavizando o efeito do estresse.

Devido a grande diversidade de bactérias associadas a cana-de-agucar
gue ainda é desconhecida e o importante papel econémico dessa cultura para o Brasil,
fica claro a necessidade de estudos detalhados das comunidades microbianas
presentes na rizosfera dessa planta. Essa importancia se deve ao fato de que os
micro-organismos podem contribuir para manutencdo da saude das plantas em
situagdes normais ou sob estresse. As técnicas independentes de cultivo, aliadas ao
isolamento e a caracterizacdo de micro-organismos da rizosfera da cana-de-agucar
fornecem novas alternativas para amenizar os efeitos das condi¢cdes adversas sobre

0 cana-de-agucar e melhorar sua produtividade.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o impacto do estresse hidrico e da variedade de cana-de-acucar na
microbiota associada a rizosfera. Além disso, o trabalho teve como objetivo isolar e
identificar bactérias promotoras de crescimento vegetal presentes na rizosfera de

cana-de-agucar, em condi¢cdes normais e de estresse hidrico.

Objetivos especificos

» Avaliar o transcriptoma da microbiota associada a rizosfera de diferentes
variedades comerciais de cana-de-acucar (CTC9001 e RB855536) em condi¢des

normais e sob estresse hidrico;

» Determinar e quantificar os exsudados radiculares de diferentes variedades
comerciais de cana-de-acucar (CTC9001 e RB855536) em condi¢cdes normais e

sob estresse hidrico;

» Isolar e identificar bactérias promotoras de crescimento vegetal da rizosfera da
cana-de-agucar CTC9001 em condi¢cdes normais e sob estresse hidrico;

» Caracterizar a produgcdo de compostos de interesse agronémico nas bactérias

isoladas da rizosfera da cana-de-agucar CTC9001;

» Testar a inoculacdo de bactérias isoladas da rizosfera da cana-de-agucar

CTC9001 na promocgéo do crescimento vegetal em plantulas de tomate.
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CAPITULO 1

RESPOSTAS DA MICROBIOTA ASSOCIADA A
RIZOSFERA DE CANA-DE-ACUCAR AO ESTRESSE
HIDRICO
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1.1. Introducéo

Abordagens “meta-6micas” sdo comumente utilizadas nos estudos de
comunidades microbianas diretamente de amostras ambientais, sem a necessidade
de cultivar os micro-organismos. Para isso, sao aplicados sequenciamentos em larga
escala os quais permitem uma maior abordagem da diversidade e da funcdo dos
organismos presentes no ambiente. Nesse sentido, o metatranscriptoma de uma
comunidade microbiana consiste no sequenciamento em larga escala do seu RNA
(mensageiro e/ou ndo codantes), fornecendo informacdes a respeito da expressao
génica dessa comunidade no momento da coleta (Segata et al., 2013; Franzosa et al.,
2015).

Os primeiros estudos utilizando abordagem de metatranscriptoma foram
realizados em microbiomas de agua doce e marinha. Esses estudos demonstraram
que, além de obter informacdes sobre a atividade microbiana, o sequenciamento do
RNA produziu uma grande quantidade de novas sequéncias, incluindo genes com
baixo numero de coépias. Além disso, 0 sequenciamento do metatranscriptoma
forneceu um meio para detectar e quantificar os virus de RNA, pouco explorados até
o momento (Poretsky et al., 2005; Zhang et al., 2006; Gilbert et al., 2008).

Apesar do numero crescente de trabalhos utilizando abordagem
metatranscriptomica para explorar comunidades microbianas, o uso dessa abordagem
ainda enfrenta desafios, principalmente em ambientes com alta complexidade, como
o solo. Entre esses desafios podemos citar a grande quantidade de sequéncias de
RNA ribossomal nos dados (independente do enriguecimento de RNA mensageiro) e
a montagem de novo de dados complexos, 0s quais podem produzir sequéncias
quimeras ou ambiguas (Stewart et al., 2010; Pignatelli & Moya, 2011, Carvalhais et
al., 2013). Dessa forma, os estudos de metatranscriptoma requerem um pipeline de
bioinformética e estatistica confiaveis para converter efetivamente os dados iniciais
em informacgdes biologicamente relevantes (Leimena et al., 2013).

Estudos da microbiota da rizosfera utilizando analises de
metatranscriptoma ja foram previamente aplicados em plantas de aguapé (Luo et al.,
2015), milho (Newman et al., 2016), citrus (Zhang et al., 2017), cevada (Baraniya et
al., 2017) e salgueiro (Yergeau et al., 2018). Esses estudos visavam avaliar o efeito
de contaminantes quimicos ou doencas na planta na microbiota associada as raizes.

Em cana-de-acucar, no entanto, estudos do metatranscriptoma da rizosfera em
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condi¢cBes normais e de estresse ainda nao foram reportados. Dessa forma, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar o impacto do estresse hidrico na microbiota associada

a rizosfera de cana-de-agucar, utilizando a abordagem metatranscriptomica.

1.2. Material e Métodos

1.2.1. Ensaios com cana-de-aclUcar submetida ao estresse hidrico

O experimento foi conduzido na casa-de-vegetacédo do Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), Campinas, Sao Paulo. Para a realizacao
dos ensaios, foi utilizada a variedade comercial de cana-de-agcucar CTC9001, cedida
pelo Centro de Tecnologia Canavieira de Piracicaba, S&o Paulo. A variedade
comercial CTC9001 foi lancada em 2012 e € conhecida pelo seu rapido crescimento
e desenvolvimento nas fases iniciais, alta produtividade e tolerancia a seca. E
estimado um aumento da area de plantio dessa variedade em 8.000 hectares até 2020
(Sesso, 2014; de Souza et al., 2016; Violante, 2016). Nesse trabalho, as amostras
provenientes desse cultivar foram identificadas pela letra R (Resistente a seca).

Para o cultivo das plantas em casa de vegetacao, foram utilizados vasos
de polietileno de 50 litros, com substrato comercial Biomix®. Os valores de pH,
condutividade elétrica (CE), macro e micronutrientes do substrato foram determinados
pelo Laboratorio de Analise de Solo e Planta, do Instituto Agrondmico de Campinas

(IAC), em duplicata, e sdo apresentados na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1. Valores médios e desvio padrdo dos parametros quimicos do solo utilizado

no experimento. As concentracdes estdo expressas em mg/L. A condutividade elétrica

esta expressa em dS/m.

Parametros Média (desvio padréo)
pH 6,7 (+ 0,28)
Condutividade elétrica 1,32 (x 0,09)
Boro 0,13 (x 0)
Calcio 137,32 (+ 18,07)
Cloreto 60,17 (+ 5,27)
Cobre 0,01 (£ 7e-4)
Enxofre 132,66 (+ 18,42)
Ferro 0,08 (x 0,02)
Fosforo 0,56 (+ 0,04)
Magnésio 28,52 (+ 0,48)
Manganés 0,01 (£ 8e-6)
Nitrogénio (Aménia) 7,36 (x 0,50)

Nitrogénio (Nitrato)

22,77 (¢ 5,45)

Potéassio 56,96 (+ 1,65)
Sodio 46,17 (+ 2,16)
Zinco 0,007 (1e-3)

Um total de 24 plantas de cana-de-agucar com 100 dias de idade foram
mantidas em casa de vegetacdo com temperatura e fotoperiodo controlados para
adaptacao sob irrigacdo duas vezes ao dia, durante duas semanas. As plantas foram,
entdo, submetidas ao estresse hidrico, permanecendo sem irrigagdo, durante um
periodo de dois (amostras R2d), oito (R8d) e doze (R12d) dias (seis plantas por
condicao). Seis plantas permaneceram com irrigagao normal (R0d) e foram utilizadas
como condic¢ao controle. Um vaso contendo apenas solo também foi mantido na casa

de vegetacédo sob irrigacdo normal durante todo o periodo do experimento.
1.2.2. Coleta de amostras da rizosfera
Das seis plantas utilizadas em cada tratamento de estresse hidrico, quatro

foram utilizadas para a coleta de amostras da rizosfera e utilizadas no sequenciamento

do metatranscriptoma. Para a coleta das amostras de rizosfera, as plantas foram
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retiradas dos vasos e agitadas para a retirada de aglomeracbes de solo nao
associados as raizes. O solo ainda aderido as raizes foi retirado por agitacéo vigorosa
em sacos plasticos estéreis, sendo imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
estocado a -80°C para a extracao dos acidos nucléicos. O solo ndo rizosférico (NR)
foi coletado na camada 0-10 cm do solo no vaso e também armazenado. Para as
medidas de crescimento das plantas e para a coleta dos exsudatos, as seis plantas
foram utilizadas.

A umidade do solo, utilizado no experimento em condi¢des irrigadas e sob
estresse hidrico (2, 8 e 12 dias), foi calculado com base na massa seca. Um total de
10 g do solo de cada vaso (n = 4) foi amostrado (massa total) e mantido em estufa a
100°C durante 48 horas. ApoOs esse periodo, as amostras de solo foram pesadas
(massa seca) e a porcentagem de agua foi calculada conforme a equacéo:

Massa total — Massa seca

% agua =
g Massa seca

1.2.3. Medidas dos parametros morfolégicos das plantas

Apoés o periodo do experimento, as plantas foram analisadas quanto ao
crescimento e teor de &agua. Para isso, foram determinadas a altura, largura e
comprimento da folha +1, e a porcentagem de matéria seca da parte aérea e da raiz
da planta. Para a determinac¢éo da porcentagem de matéria seca, foram determinadas
a massa fresca (imediatamente apés a coleta, Mf) e a massa seca (secas em estufa
por 48 h a 70°C, Ms) de cada parte da planta. A porcentagem de matéria seca foi

determinada segundo a equacéao:

% Matéria seca = &
Mf

Para avaliar o teor de agua das plantas no momento da coleta, foram
calculados o conteudo relativo de agua na folha (CRA), além do teor de agua da parte
aérea e o teor de agua da raiz, ambas com base na massa turgida. Para a
determinacdo do CRA, discos foliares de 0,5 cm de diametro foram pesados

imediatamente apos a coleta (Massa fresca - Mf), apdés um periodo de quatro horas
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mergulhados em agua destilada (Massa turgida - Mt) e apds secagem em estufa por
48 h a 70°C (Massa seca — Ms). O CRA foi calculado segundo a equacao (Abrahdo et
al., 2014):

Mf — Ms
CRA (%) = m x 100

Para a determinacao do teor de 4gua da parte aérea e da raiz das plantas,
foram utilizadas as medidas de massa fresca e massa seca (mencionadas acima). O

calculo foi realizado segundo a equacéo (Guimarades & Stone, 2008):

. Mf —Ms
Teor de agua (%) = M—f x 100

1.2.4. Determinagéo e quantificagdo de exsudados radiculares

A composicdo e quantificacdo dos exsudatos radiculares foram
determinadas segundo Abrahdo et al. (2014), com modificacbes. Para isso,
segmentos de 10 cm de raiz foram mergulhados em quatro mililitros de 4gua destilada
estéril por cinco minutos (com a raiz ainda na planta). As solucbes foram
imediatamente filtradas em membrana ultrafiltrante de 0,22 pm (Millipore) e
congeladas. Os segmentos de raiz foram pesados para determinar a taxa de
exsudacao de compostos por grama de raiz. As solugdes foram encaminhadas para
o Departamento de Biologia Vegetal, do Instituto de Biologia da UNICAMP, para a
determinacao dos exsudatos radiculares por UPLC-MS (Ultra-high Performance Liquid
Chromatography), Acquity UPLC-TQD (Waters, Milford, MA, USA). Os &acidos
organicos utilizados como padrdes nas analises foram: citrico, isocitrico, latico, malico,
maldnico, oxalico, succinico, tartarico, maleico e fumarico. Durante as analises, os
acidos maleico e fumarico ndo puderam ser separados por apresentarem tempos de
retencdo similares. Dessa forma, eles serao tratados nesse trabalho como maleico-
fumarico.

Os compostos foram separados em uma coluna Waters Acquity BEH C18
(2,1 x 50 mm) com tamanho de particula de 1,7 ym a uma temperatura de 30°C. A

fase movel era composta por 0,1% (v / v) de &cido formico (fase A) e metanol (fase B)
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em agua Milli-Q. A taxa de fluxo foi de 0,2 ml min-* e o volume injetado foi de 10 pl. A
eluicdo foi realizada usando um gradiente que comecou com 99% de A, mantido por
2,5 minutos, passando para 50% de A em até 3 minutos e mantendo esta
concentragdo por 4 minutos, retornando as condigdes iniciais e reequilibrando o
sistema em até 6 minutos. Todos os dados foram processados com 0 programa
MassLynxV4 (Waters). A taxa de exsudacéao foi determinada em unidade de massa

do &cido organico detectado (em pg) por grama de raiz, por minuto.

1.2.5. Analises estatisticas

Os dados da quantidade relativa de &gua no solo, das medidas
morfolégicas das plantas e da composicdo dos exsudatos radiculares foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965), para determinar se os
dados seguem a distribuicdo normal. Esse teste € necessario para escolher o tipo de
andlise de variancia apropriada para os dados. Assim, os dados morfolégicos das
plantas e a quantidade relativa de agua do solo foram submetidos & andlise de
variancia (ANOVA) e ao teste pareado de Tukey (p < 0,05). Os dados da composicao
dos exsudatos radiculares, por sua vez, foram submetidos a analise de variancia nao
paramétrica de Kruskal-Wallis (Kruskal & Walllis, 1952) e ao teste pareado de Mann-
Whitney (Fagerland & Sandvik, 2009). Todas as analises estatisticas foram realizadas

no programa PAST (Hammer et al., 2001).

1.2.6. Isolamento e sequenciamento do RNA

Para o isolamento dos &acidos nucleicos totais foi utilizado o kit PowerMax®
Soil DNA Isolation (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA, EUA), segundo as
especificacdes do fabricante. Em seguida, as amostras foram tratadas com DNAse |
(Invitrogen™) para a obtencdo do RNA livre de DNA, segundo as especificacdes do
fabricante. A quantificacdo do RNA foi realizada no QUbit (Invitrogen) e a qualidade
do RNA foi verificada em gel desnaturante de agarose. Aproximadamente 2 ug de
RNA total de cada amostra foram usados para o ‘enriquecimento’ do RNA mensageiro
bacteriano (MRNA) utilizando o MICROBExpress™ Bacterial mMRNA Enrichment Kit

(Ambion®). Em seguida, as quatro amostras de mRNA foram aleatoriamente


http://www.mobio.com/soil-dna-isolation/powermax-soil-dna-isolation-kit.html
http://www.mobio.com/soil-dna-isolation/powermax-soil-dna-isolation-kit.html
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agrupadas em duas amostras (para realizar o sequenciamento em duplicada) e foram
armazenadas a -80°C.

A construgdo das bibliotecas de cDNA, a construgdo dos clusters, a
quantificacdo das bibliotecas em Bioanalyzer e o sequenciamento paired-end (2 x 100)
na plataforma HiSeq 2500® (lllumina, Inc.) foram realizados pelo Laboratério Central
de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), da UNICAMP.
Os dados foram gerados e entregues na extensdo “fastq”, o qual contém as
sequéncias de nucleotideos dos reads (sequéncias curtas de cDNA) e informacdes

da qualidade de cada base.

1.2.7. Processamento dos dados do metatranscriptoma

Para a determinacdo do protocolo de analise para os dados de
metatranscriptoma, diferentes ferramentas foram testadas durante todas as etapas do
processamento. Apds comparar os diferentes programas, as andlises dos dados
foram realizadas de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 1.1.

O pré-processamento da qualidade e trimagem dos reads foram feitos no
programa NGS QC Toolkit (Patel & Jain, 2012). Os reads com qualidade Phred menor
ou igual a 20 foram removidos dos dados. Além disso, foi permitido um tamanho
minimo de 70 pares de base (pb) para cada read. A qualidade final dos dados foi
visualizada no programa FastQC toolkit v0.11.5 (http://www.bioinformatics.
bbsrc.ac.uk/projects/fastqc).

A remocédo de sequéncias contaminantes de RNA ribossomal (rRNA) foi
feita utilizando o programa riboPicker (Schmieder et al., 2011). Todos os reads foram
comparados com o banco de dados “rrnadb”, o qual contém sequéncias de rRNA 16S,
18S, 23S, 28S, 5S e 5.8S. Foram utilizados os parametros default do programa (80%
de identidade de alinhamento e 50% de cobertura de alinhamento). A filtragem dos
reads identificados como ribossomais foi realizada para ambos os pares (sequéncias
direta e reversa). Apos a filtragem, os arquivos contendo os reads complementares
foram corrigidos com o programa BBtools (http://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/)

para que apresentassem o mesmo numero final de reads.
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Controle de NGSQC Toolkit v2.2.3
FastQC Toolkit v0.11.5

qualidade
Remogao dos Ribopicker v0.4.3
rRNA
Avalia¢do da 1
montagem [+ Montagem IDBA-UDv1.1.1
Transratev1.0.3 de novo
BUSCOv3 1
AnOtaan  —] Predlgao FragGeneScanv1.30
das ORFs ’— das ORFs
Lastv869 1
Diamond v0.9.17 -
Megan 5 Alinhamento dos BWAVO.7.5
Blast2GO reads nos contigs
O‘uantlflcagao Subreadv1.5.3
ng das ORFs
l Megan6
Stamp
Dados prontos para
topGO (R)
SOM (R)

Figura 1.1. Fluxograma mostrando as etapas realizadas nas analises dos dados de
metatranscriptoma da rizosfera de cana-de-agcUcar (quadros) e 0s principais
programas utilizados em cada etapa (texto). rRNA: RNA ribossomal, ORFs: Open

Read Frames.

Os reads restantes (MRNA) foram reunidos em um Unico arquivo e
montados pela estratégia de novo em sequéncias maiores (contigs) no programa
IDBA-UD (Peng et al., 2012), utilizando os parametros defaut e com interagdes de 20
a 100 k-mers. Para avaliar a qualidade da montagem, os contigs foram examinados
pelo programa Transrate v1.0.3 (Smith-Unna et al., 2016) e mapeados contra banco
de dados de genes bacterianos do programa BUSCO (Siméo et al., 2015). Transrate
avalia a montagem de novo e o0 compara com dados experimentais de
sequenciamento, reportando dados de tamanho, conteddo GC, N50 entre outros
parametros de qualidade. Os bancos de dados do BUSCO contém, para cada grupo
taxondmico selecionado, genes presentes em pelo menos 90% das espécies,
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permitindo avaliar a composicdo de genes esperados nos dados de
metatranscriptoma. Um grande numero de genes mapeados significa uma alta
qualidade na montagem de novo.

A predicao das ORFs foi realizada no programa FragGeneScan (Rho et al.,
2010) com a opcao para lllumina com uma taxa de erro de 0,5%. O mapeamento dos
reads nos contigs gerados na montagem foi realizada no programa BWA v0.7.5 (Li,
2013), utilizando o algoritmo Bwa-men o qual apresenta maior preciséo para reads de
lllumina entre 70 e 100 pb. Em seguida, o arquivo de coordenadas das ORFs gerado
pelo programa FragGeneScan (extensao .gtf) e o arquivo de mapeamento de cada
amostra gerados pelo programa BWA (extensdo .bam) foram utilizados para
determinar a sequéncia dos transcritos finais e seu valor de expressao (quantidade de
reads mapeados por transcrito). Essa quantificacdo foi realizada no programa
Subread v1.5.3, utilizando a opcgéao “featureCount” (Liao et al., 2014). Os reads que
apresentaram mapeamento ambiguo, ou seja, mapearam em mais de um transcrito,
foram descartados da contagem.

Para a anotacgdo taxon6mica, os transcritos foram alinhados ao banco
de dados RefSeq (O'Leary et al., 2016) utilizando o programa Diamond (Buchfink et
al., 2015) com opcao blastp e parametros default. Em seguida, os resultados do
alinhamento foram analisados utilizando a algoritmo Lowest Common Ancestor (LCA)
do programa MEGANG6 (Huson et al., 2007) utilizando os seguintes parametros:
pontuagcdo minima = 50, e-value maximo = 0,001 e top percent = 15.

Para a anotacéo funcional, as sequencias dos transcritos com anota¢do em
ortélogos do Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomas (KEGG, Kanehisa & Goto,
2000) e em sistemas funcionais do SEED (Overbeek et al., 2013) foram extraidos do
programa MEGAN5 e MEGANSG, respectivamente. Além disso, a anotacdo em Gene
Ontology (GO, Ashburner et al., 2000) foi obtida com o programa Blast2Go

(www.blast2go.de).

1.2.8. Analises estatisticas dos dados do metatranscriptoma

Para a analise da composi¢cdo das amostras do metatranscriptoma, o0s
transcritos montados (contigs) e os reads foram agrupados em diferentes niveis
taxonémicos e em categorias do SEED no programa MEGAN6 com a opcéo

“‘compare”. Em seguida, os dados foram analisados no programa STAMP (Parks &
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Beiko, 2015) utilizando o teste estatistico de Welch (p < 0,05) e corre¢éo de Storey.
Nessas analises, a composicao taxonémica e funcional das amostras controle (0 dias)
foram comparadas com as amostras submetidas ao estresse hidrico (2, 8 e 12 dias).

Para determinar quais transcritos variaram significativamente entre os
diferentes tratamentos, o resultado da contagem dos reads de cada transcrito foi
utilizado para a analise de expressao diferencial no programa R (R Development Core
Team, 2011), utilizando o teste ndo paramétrico do pacote NOISeq (Tarazona et al.,
2015). Para a identificacdo dos genes diferencialmente expressos foram aplicados os
valores default do NOISeq (k = 0,5, pnr =0,2, nss =5, v =0,02, Ic = 1 e replicates =
‘biological’), a normalizac&o por TMM (Trimmed Mean of M-values) e valor limiar para
significancia de 0,95. O valor minimo da diferenca de expressao (expressa em log) foi
de dois, o que corresponde a uma diferenca de 4x entre as condigcbes comparadas.
As analises foram aplicadas para cada par de condi¢cdes (0 dias x 2 dias, 0 dias x 8
dias, 0 dias x 12 dias, 2 dias x 8 dias, 2 dias x 12 dias e 8 dias x 12 dias).

O enriquecimento de GOs foi realizado para determinar quais das
categorias funcionais foram super-representadas nos transcritos que apresentaram
expressao diferencial significativa. A andlise foi realizada no pacote topGO (Alexa &
Rahnenfuhrer, 2016) do programa R (R Development Core Team, 2011), utilizando o
teste de Fisher baseado na contagem dos genes. Em seguida, os transcritos com
enriquecimento significativo foram visualizados no programa Revigo (Supek et al.,
2011).

Para a visualizagdo do padrdo de expressdo dos transcritos
diferencialmente expressos, os dados foram plotados em um grafico de heatmap
realizado no programa R (R Development Core Team, 2011). A separacdo dos
transcritos por perfil de expresséo ao longo do estresse hidrico foi realizada utilizando
a técnica de aprendizado de maquina, denominada Self-Organising Maps (Tamayo et
al.,, 1999, SOM). A andlise foi realizada no pacote SOM do programa R (R
Development Core Team, 2011).

A correlacdo pareada de Spearman entre os acidos organicos exsudados
pelas raizes das plantas e os dados de expressdo dos transcritos diferencialmente
expressos foi calculada usando o programa PAST (Hammer et al.,, 2001). As
correlagdes significativas (valores maiores que 0,8 e menores que -0,8, p < 0,05)

foram analisadas.
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1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Monitoramento da quantidade de agua no solo e do crescimento das

plantas

A umidade do solo foi avaliada para monitorar a progressédo do estresse

hidrico no solo durante o tempo estabelecido no experimento (Figura 1.2).

95%

90% - A
85%
80%
75%

70%

Quantidade relativa de agua

65%

60%
0 dias 2 dias 8 dias 12 dias

Tempo de estresse hidrico

Figura 1.2. Umidade do solo, com base em massa seca, submetido a diferentes
tempos de estresse hidrico. Letras diferentes significam diferenca significativa a 5%

para o teste pareado de Tukey.

Durante o periodo do experimento, a umidade do solo caiu de 91%
(condicao controle) para 89,9% quando o mesmo foi submetido a dois dias de estresse
hidrico, ndo apresentando diferenca significativa. Com oito dias de estresse hidrico,
foi possivel observar uma queda significativa da umidade para 70,2% e, finalmente,
com 12 dias de estresse, a umidade chegou a 63,1%.

A cana-de-acucar é constituida por 70% de agua, por isso, precisa de uma
grande disponibilidade de 4gua para uma boa producéo de sacarose. O periodo em
gue a cultura apresenta maior exigéncia de agua € durante seu periodo maximo de
crescimento vegetativo, ou seja, primeiros oito meses de vida (Silva & Silva, 2012).
Dessa forma, as plantas utilizadas nesse experimento, se encontravam no periodo

mais critico para a necessidade de agua, pois estavam com quatro meses de idade.
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Trabalhos recentes mostraram o efeito do estresse hidrico em plantas de
cana-de-acucar em periodos curtos, como o0s aplicados nesse experimento.
Guimaraes (2011), por exemplo, avaliou parametros relacionados ao contetdo de
clorofila, quantidade de agua e crescimento de 20 variedades de cana-de-ag¢Ucar em
diferentes tempos de estresse hidrico. Nesse trabalho foi possivel observar alteracdes
significativas desses parametros a partir de 10 dias de restricdo hidrica.

O sistema radicular da planta é o primeiro a detectar as mudancas na
umidade do solo e sinalizar seus efeitos para os compartimentos aéreos (Wang et al.,
2003; Hu & Schmidhalter, 2005). O trabalho de Vantini et al. (2015) identificou genes
diferencialmente expressos em raizes de duas variedades de cana-de-agulcar, por
cDNA-AFLP (cDNA-amplified fragment length polymorphism). A maioria dos genes
identificados apresentou modificacdo na expressao nos primeiros dias de seca (um e
trés dias). Entre eles, estavam muitos genes que codificam proteinas relacionadas ao
estresse. Dessa forma, é possivel esperar respostas nas plantas de cana-de-acgucar,
mesmo em periodos de estresse mais curtos.

As plantas de cana-de-acucar CTC9001 foram analisadas quanto ao seu
crescimento e teor de agua quando submetidas a diferentes tempos de estresse
hidrico. A Tabela 1.2 mostra os valores médios das medidas realizadas e os valores

da andlise estatistica.
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Tabela 1.2. Valores médios e desvio padrédo do crescimento das plantas de cana-de-acucar CTC9001 submetidas a diferentes

tempos de estresse hidrico e resultados da analise de variancia (ANOVA).

Medidas ROd R2d R8d R12d F Valor de P
Altura (cm) 129,83 (+ 16,97) 137 (£ 11,58) 141,17 (£ 7,36) 133,50 (+4,46) 0,69 0,57
Largura da folha +1 (cm) 2,48 (x 0,65) 2,48 (0,78) 2,32 (0,22) 2,55 (0,55) 0,17 0,91

Comprimento da folha +1 (cm) 88,33 (+ 22,11) 88,83 (+ 14,80) 89,83 (+ 15,03) 99,33 (+ 14,00) 0,57 0,64
Matéria seca - parte aérea (%) 15,29 (£ 0,75) 17,29 (x1,75) 17,82 (x2,26) 1593 (x1,33) 3,14 0,05
Matéria seca - raiz (%) 4,75 (+ 1,48) 5,93 (+ 1,80) 6,05 (+ 2,38) 5,92 (+ 1,60) 0,66 0,59
Teor de agua - parte aérea (%) 84,71 (x 0,76) 82,71 (x1,75) 82,18 (x2,26) 84,07 (x1,33) 3,14 0,05
Teor de 4gua - raiz (%) 95,25 (+ 1,48) 94,07 (+1,80) 93,95(+2,38) 94,08 (+1,60) 0,66 0,59

CRA! (%) 63,01 (+19,98) 69,50 (+ 27,08) 78,49 (+ 10,35) 67,46 (+19,07) 1,34 0,29

1: Contetido Relativo de Agua (folha)
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As plantas ndo apresentaram diferenca significativa em nenhum parametro
morfolégico nos tempos de estresse hidrico avaliados. Isso € explicado pelo fato de a
variedade CTC9001 ser resistente a condi¢cdes de restricdo hidrica, sendo indicada
para plantio em locais onde ha baixa disponibilidade de agua para irrigagdo, como no
cerrado (Sesso, 2014, de Souza et al., 2016, Violante, 2016). Estudos demonstraram
seu maior crescimento e produtividade em ambientes restritivos de agua quando
comparada com outras variedades comerciais (Sesso, 2014, Violante, 2016). Dessa
forma, foi possivel observar que, mesmo com a diminuicdo da umidade do solo, as
plantas dessa variedade mantiveram seu crescimento normal, confirmando sua
resisténcia a seca. No entanto, para sobreviver e manter seu crescimento normal
durante periodos de restricdo hidrica, as plantas podem promover mudancas
fisiologicas, as quais podem afetar as raizes e a liberacdo de diferentes compostos

para a rizosfera (Chaparro et al., 2012).

1.3.2. Composicao dos exsudatos radiculares da variedade de cana-de-agucar
CTC9001

A Tabela 1.3 mostra a composicao e a taxa de exsudacao radicular dos
acidos organicos da variedade de cana-de-acucar CTC9001. Os &cidos organicos
exsudados pela raiz em maior quantidade foram o &cido citrico e malico. Os acidos
isocitrico, maleico-fumérico e succinico foram detectados em menor quantidade
enquanto que acido malbénico ndo foi detectado nas andlises. O acido latico foi
detectado em um baixo nimero de réplicas por tratamento (n < 3), por isso nao foi

realizado analise estatistica para esse composto.
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Tabela 1.3. Valores médios e desvio padrao da taxa de exsudacao dos acidos organicos pelas raizes de cana-de-acucar CTC9001.

Os valores sdo expressos em pg.g de raizt.min.

Acido orgéanico ROd R2d R8d Ri12d Chi2  Valorde P
Citrico 6,56 (+ 1,95) 2,88 (+1,50) 11,24 (+4,40) 21,8(+11,3) 12,86 0,005*
Isocitrico 0,37 (+0,06) 0,13(+0,03) 0,79 (+ 0,14) 4,16 (+2,22) 10,08 0,018*
Latico? 0,87 (£0,07) 2,32 (x1,31) 11,52 (+1,77) 0,19 (+ 0) ND ND
Maleico-Fumarico 0,49 (+0,10) 0,25 (+0,14) 0,59 (+ 0,24) 1,18 (+ 0,90) 5,35 0,148
Malico 9,39 (+1,39) 3,04(+0,84) 17,26 (+2,46) 51,35 (+19,26) 12,53 0,023*
Succinico 1,22 (+0,08) 0,78 (+0,53) 1,39 (+ 0,46) 1,06 (+0,86) 2,18 0,534
Mal6nico? ND ND ND ND ND ND

1 Andlise estatistica néo realizada (n < 3)
ND: ndo determinado

* SignificAncia estatistica a 5%
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Os acidos citrico e malico s&o comumente encontrados em altas taxas de
exsudacao em cultivares como tomate (Kamilova et al., 2006), arroz (Zeng et al., 2008)
e cactos (Abrahao et al., 2014), tanto em condi¢ées normais quanto em situacdes de
estresse. Um exemplo de uma interacédo planta-micro-organismos determinado pela
liberacdo desses acidos organicos foi reportada no trabalho de Zhang et al. (2014).
Os autores avaliaram a resposta das bactérias Bacillus amyloliquefaciens SQR9 e de
Bacillus subtilis N11 & presenca de &cidos organicos da rizosfera de pepino e banana,
respectivamente. Os autores observaram que a presenca do &cido citrico, na
concentracdo de 25 a 50 uM, foi capaz de atrair as duas bactérias para a rizosfera,
além de estimular a formacéo de biofilme da bactéria B. amyloliquefaciens SQR9. O
acido malico, por sua vez, também foi capaz de atrair as bactérias para a colonizacéo
da rizosfera das plantas estudadas, quando utilizado nas mesmas concentracdes do
acido citrico. Ambas as bactérias sdo capazes de evitar a colonizacdo de fungos
patogénicos nas plantas e, portanto, a presenca delas na rizosfera pode ser vantajosa
para as plantas hospedeiras.

A variedade CTC9001 apresentou diferencas significativas para a taxa de
exsudacdao do acido citrico, malico e isocitrico, quando as plantas foram submetidas
a diferentes tempos de estresse hidrico. A exsudacao desses trés acidos nas raizes
diminuiu nas plantas submetidas a dois dias de estresse hidrico. No entanto, a medida
que o estresse hidrico aumentou, a exsudacao dos &cidos foi maior, resultando em
valores significativamente maiores no tratamento de doze dias de estresse hidrico.
Song et al. (2012) investigaram a influéncia do estresse hidrico na exsudacao de
acidos organicos em milho resistente (Baidan 9) e susceptivel a seca (Baidan 31),
utilizando ensaios hidropénicos com trés niveis de estresse osmotico: 0, 10 e 30% de
PEG. Os resultados revelaram gque o estresse osmotico aumentou a concentragéo de
acidos organicos (acidos malico, lactico, acético, succinico, citrico e maleico) nos
exsudados radiculares de ambas as variedades. No entanto, em condi¢cdes de
estresse mais severo, a variedade resistente a seca apresentou uma exsudacao maior
de acido malico, citrico, acético, maleico e succinico, sugerindo que o aumento dos

acidos organicos exsudados na rizosfera pode contribuir para a tolerancia a seca.
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Figura 1.3. Média da taxa de exsudacdo do &cido citrico (A), mélico (B) e isocitrico

(C) nas raizes de cana-de-acucar da variedade CTC9001 que apresentaram

diferencas significativas (Mann-Whitney, p < 0,05) entre os diferentes tempos de

estresse hidrico.
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Os dados de exsudacéo dos acidos organicos foram correlacionados com
os dados do metatranscriptoma da rizosfera da cana-de-acucar para avaliar o efeito
desses &cidos na atividade das bactérias da rizosfera durante o estresse hidrico. Os
resultados sdo apresentados na sessédo 1.3.8 desse capitulo.

1.3.3. Avaliacéo do pipeline para as anélises de metatranscriptoma da variedade
de cana-de-acucar CTC9001

Para a analise do metatranscriptoma da rizosfera da cana-de-acucar
CTC9001, um total de dez bibliotecas foi sequenciado (duas bibliotecas por condicédo).
A Tabela 1.4 mostra os resultados do sequenciamento na plataforma lllumina HiSeq.

O sequenciamento das bibliotecas da variedade de cana-de-agucar
CTC9001 gerou aproximadamente 347 milhdes de pares de reads brutos. Uma das
amostras de solo ndo rizosférico (NR-2) gerou uma baixa quantidade de pares de
reads com qualidade aceitavel, o que resultou em uma quantidade de reads finais
muito baixa em relacdo as demais amostras. Dessa forma, essa biblioteca foi
descartada e néo foi utilizada na etapa de montagem de novo dos contigs.

As amostras submetidas a oito dias de estresse hidrico apresentaram os
menores valores de qualidade, porém, como o numero de reads iniciais foi maior que
as demais amostras, foi possivel obter uma grande quantidade de reads com boa
qualidade, mesmo apés a filtragem. O restante das amostras apresentou boa
qgualidade nos dados do sequenciamento (92,7 a 96,3% dos reads mantidos apos a
filtragem). A porcentagem de rRNA variou de 36 a 77% entre as bibliotecas,

aproximadamente, restando um total de 67,5 milhdes de reads de mRNA finais.
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Tabela 1.4. Dados do sequenciamento do metatranscriptoma das amostras da rizosfera de cana-de-acucar CTC9001. Os dados das

sequencias sao apresentados em pares de reads (PR).

NUumero PR Numero PR % PR
Amostra inicial trimados trimados rRNA % rRNA Numero PR final
NR™-1 30.825.567 29.668.257 96,25 22.585.544 76,13 4.518.554
NR-2 21.260.830 8.184.476 38,50 9.477 0,12 690.499
ROd-1 21.157.956 20.228.322 95,61 14.809.099 73,21 4.177.153
ROd-2 31.611.155 30.438.696 96,29 23.587.928 77,49 4.084.015
R2d-1 20.994.459 20.225.830 96,34 15.623.393 77,24 2.874.352
R2d-2 30.346.136 28.401.125 93,59 15.841.622 55,78 10.948.107
R8d-1 74.928.514 31.869.886 42,53 98.632 0,31 8.174.984
R8d-2 61.877.643 43.272.666 69,93 1.527.743 3,53 8.295.280
R12d-1 32.842.412 30.452.909 92,72 11.140.091 36,58 18.198.896
R12d-2 21.764.254 20.774.361 95,45 13.813.556 66,49 5.600.995
Total 347.608.926 263.516.635 75,81 119.037.085 45,17 67.502.835

*Nao rizosférico
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A montagem de novo dos reads utilizando o programa IDBA-UD (Peng et
al., 2012) resultou em 316.958 contigs os quais apresentaram um tamanho entre 200
a 18.993 pares de base (pb), com um tamanho médio de 613 pb. Todos os 148 genes
bacterianos presentes no banco de dados do programa BUSCO (Siméao et al., 2015)
foram encontrados nas sequéncias montadas. Para Proteobacteria e Actinobacteria
(filos abundantes em amostras de solo), foram encontrados 220 (99,5% dos genes
esperados) e 336 (95.5% dos genes esperados) genes, respectivamente (Figura 1.4).
Dessa forma, foi possivel confirmar que a estratégia de montagem de novo para os
dados de metatranscriptoma de rizosfera de cana-de-agUcar foi satisfatoria. O
programa FragGeneScan (Rho et al., 2010) detectou 405.350 transcritos, 0s quais
variaram entre 66 e 9.422 pb (média de 414 pb).
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Figura 1.4. Namero de genes do programa BUSCO encontrados nos contigs do reino
Bacteria e dos filos Proteobacteria e Actinobacteria presentes no metatranscritptoma

da rizosfera de cana-de-acucar CTC9001.

A proporgéao de reads mapeados nos transcritos variou de 36,8 a 57,4%.
Esse valor se deve ao fato de ter sido utilizado apenas aqueles reads que
apresentaram mapeamento Unico (ou seja, em um unico transcrito), enquanto que, 0s
reads que mapearam em dois ou mais transcritos foram descartados. Resultados

semelhantes foram obtidos por Zhang et al. (2017) que avaliaram o0 metatranscriptoma
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de rizosfera e rizoplano de citrus e encontraram uma proporcdo de reads mapeados
de 19 a 44%.

A avaliacdo da qualidade dos reads e da montagem de novo mostrou-se
satisfatoria para os dados do metatranscriptoma da rizosfera de cana-de-agucar. Os
transcritos presentes apenas na amostra de solo nao rizosférico (total de 24.715)
foram removidos das analises a fim de se comparar apenas os transcritos detectados
em amostras de rizosfera. Dessa forma, os dados de abundancia e expressao foram
utilizados para avaliar a diversidade e a dindmica funcional da microbiota da rizosfera

ao longo do estresse hidrico.

1.3.4. Anotagéo taxonémica da microbiota metabolicamente ativa da rizosfera
de cana-de-acUcar CTC9001

Um total de 298.726 (73,7%) dos transcritos foram anotados em algum
nivel taxondbmico. A anotacdo taxondmica revelou que a microbiota associada a
rizosfera de cana-de-agucar CTC9001 é dominada pelos filos Proteobacteria (52,2%),
Actinobacteria (15,1%) e Bacteroidetes (10,6%). Esses filos foram previamente
reportados em grande abundancia em rizosfera de Arabidopsis sp. (Chaparro et al.,
2014), citros (Zhang et al., 2017) além de diferentes variedades de cana-de-acucar
(Pisa et al., 2011; da Costa et al., 2014). A Figura 1.5 mostra as familias mais
abundantes encontradas nesses trés filos.

Entre as familias mais abundantes de Proteobacteria, a maioria estdo
associadas a promocéo de crescimento vegetal devido a producéo de fito-horménios
e fixacdo de nitrogénio. Entre essas familias estdo Xanthomonadaceae,
Hyphomicrobiaceae, Phyllobacteriaceae, Sphingomonadaceae, Rhodospirillaceae e
Bradyrhizobiaceae (Mendes et al., 2012; Baldani et al., 2014; Glaeser & Kaumpfer,
2014; Oren & Xu, 2014; Willems, 2014; Li et al., 2015). As familias Polyangiaceae e
Rhodanobacteraceae, por sua vez, sdo conhecidas pela capacidade de degradar
compostos ligno-celuldsicos, abundantes em cana-de-agucar (Garcia & Muller, 2014;
Desiderato, 2017).
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Figura 1.5. Composicéo taxonémica ao nivel de familia dos trés filos mais abundantes

encontrados na microbiota da rizosfera de cana-de-acucar CTC9001.
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Entre as actinobactérias, Streptomycetaceae (32,7%) € altamente
abundante em solos e a maioria das bactérias desse grupo é capaz de degradar
compostos complexos, incluindo material vegetal como lignina e celulose. Além disso,
essas bactérias sdo capazes de se adaptar a condicdes adversas como seca,
anaerobiose, mudancas na aeracao entre outras, devido a sua habilidade de formar
esporos (Kampfer et al, 2014). As familias Thermomonosporaceae,
Microbacteriaceae, Nocardioidaceae e Mycobacteriaceae possuem membros
comumente associados com plantas, na rizosfera ou endofiticas. Muitas bactérias
dessas familias sdo produtoras de compostos secundarios como antibidticos e
enzimas degradadoras de diferentes compostos organico, incluindo aromaticos (Toth
& Borsodi, 2014; Evtushenko & Takeuchi, 2006; Zeng et al., 2017).

A familia Flavobacteriaceae foi a mais abundante entre as pertencentes ao
filo Bacteroidetes. Devido a alta diversidade de géneros dessa familia, é possivel
encontrar bactérias com diferentes capacidades metabdlicas. Membros desse grupo
sdo capazes de solubilizar potassio no solo e disponibiliza-lo para as plantas, além de
produzir compostos antimicrobianos e antifiingicos, os quais podem desempenhar
papel importante na manutencéo da saude de plantas (McBride, 2014; Velazquez et
al., 2016). As familias Rhodothermaceae e Flammeovirgaceae possuem membros
tolerantes a ambientes salinos, caracteristica importante para a sobrevivéncia em
solos secos, onde a concentragédo de sais aumenta (Mohammadipanah et al., 2015;
Vavourakis et al., 2016). Finalmente, as familias Cytophagaceae, Chitinophagaceae e
Sphingobacteriaceae sdo normalmente associadas com cana-de-acucar. De Souza et
al. (2016) reportaram a presenca desses trés grupos de bactérias em alta abundancia
na rizosfera e no interior das raizes de cana-de-acglcar variedade SP80-3280. No
entanto, o papel dessas familias na microbiota da cana-de-agucar ainda é
desconhecido.

A comunidade microbiana associada a rizosfera de cana-de-agucar da
variedade CTC9001 possui uma grande diversidade bacteriana e apresenta grupos
com potencial para promover o crescimento vegetal, a degradacdo de compostos
ligno-celuldsicos e outros compostos organicos complexos (importantes para a
ciclagem de nutrientes no solo), além de terem potencial para desenvolver estratégias
para sobreviver em um ambiente altamente competitivo, como a producdo de

antibioticos e a formacao de esporos.
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Para avaliar a variagdo da composicao taxondmica durante os diferentes
tempos de estresse hidrico, os reads anotados foram agrupados em diferentes niveis
taxondmicos e sdo apresentados na Figura 1.6. Foi possivel observar uma variagcédo
na atividade bacteriana na amostra controle em relacdo as amostras submetidas aos
diferentes tempos de estresse hidrico. A amostra controle apresentou uma maior
proporcao de reads classificados como Firmicutes (Figura 1.6A), principalmente da
classe Bacilli (Figura 1.6B).

Nos niveis taxonémicos de ordem/familia (Figura 1.6C) as principais
diferencas foram a diminuicdo de membros da ordem Burkholderiales quando a
rizosfera é submetida ao estresse hidrico. Esse grupo de bactérias € encontrado
principalmente no interior das raizes de cana-de-acUcar e tem papel importante na
fixacdo de nitrogénio atmosférico, na solubilizacdo de fosfato e na producédo de ACC
deaminase (Santoyo et al., 2016; Leite et al., 2018). Paungfoo-Lonhienne et al. (2013)
utilizaram o sequenciamento parcial do gene de rRNA 16S e isolamento de bactérias
em meio de cultivo para caracterizar a microbiota da rizosfera e das raizes da cana-
de-acUcar Q208”. Nesse trabalho, o género Burkholderia estava entre os mais
abundantes e promoveu o crescimento da planta devido a sua capacidade de fixar
nitrogénio. Nota-se, portanto, a importancia desse grupo bacteriano para a obtencao
de nitrogénio para a cana-de-acucar. Dessa forma, a diminuicdo da ordem
Burkholderiales nas amostras de metatranscriptoma submetidas ao estresse hidrico
reportados no presente trabalho, sugere um comprometimento de possiveis
interacOes benéficas planta-bactéria.

Como mostra a Figura 1.6A e B, a amostra submetida a oito dia de estresse
hidrico foi a que apresentou uma mudanca na composi¢ao taxonémica mais evidente.
Essa mudanca na taxonomia se deve principalmente pela diminuicdo dos reads
associados a Proteobacteria (principalmente a classe Deltaproteobacteria) e pelo
aumento de Bacteroidetes (principalmente os da classe Flavobacteriia). Ao nivel de
familia, a amostra submetida a oito dia de estresse hidrico se diferenciou das demais
amostras devido a diminuicdo da abundancia de Polyangiaceae (Deltaproteobacteria)
e aumento de Flavobacteriaceae (Bacteroidetes) (Figura 1.6C). A familia
Polyangiaceae € uma mixobactéria, conhecida pela producgéo de corpos de frutificacdo
durante seu ciclo de vida. Esses corpos de frutificacdo auxiliam na degradacéao de
biopolimeros e promovem a formagéo de esporos em casos de estresse abiotico. O

periodo de oito dias de estresse hidrico diminuiu a abundancia desse grupo de
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bactérias, as quais podem ter utilizado a capacidade de formar esporos para
retomarem o crescimento quando as condi¢cdes se tornarem favoraveis (Claessen et
al., 2014; Garcia & Miller, 2014). A familia Flavobacteriaceae, por sua vez, apresenta
uma grande diversidade de géneros o que possibilita a adaptacédo de membros dessa
familia em diversos ambientes (McBride, 2014). Dessa forma, foi possivel observar
um aumento desse grupo bacteriano nas amostras com oito dias de estresse hidrico.

Nota-se, portanto, que a composicdo taxonOmica da microbiota
metabolicamente ativa da rizosfera de cana-de-agUcar sofreu variagcdes expressivas
guando submetidas a diferentes tempos de estresse hidrico, uma vez que ja foram
observadas variacfes nos niveis taxonédmicos mais gerais (filo e classe). Para avaliar
detalhadamente as bactérias que tiveram a abundéncia de reads alterada em
situacdes controle e de estresse hidrico, o programa STAMP foi utilizado para
determinar os géneros que apresentaram diferencas entre essas duas condicdes
(Figura 1.7).
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Figura 1.7. Géneros com diferenca significativa (p < 0,05) na abundancia de reads em
amostras da rizosfera de cana-de-acucar CTC9001 com e sem estresse hidrico. Nome
de taxa entre parénteses indicam anotacdo taxondmica em outros niveis (familia,

ordem, classe, filo ou reino).

Com base no teste estatistico de Welch, foi possivel observar uma maior
abundéancia de reads dos fungos Tuber e Phycomyces nas amostras de cana-de-
acucar sob irrigacdo normal. A cana-de-acUcar € capaz de estabelecer relacdes
simbidticas com diferentes grupos de fungos, principalmente os fungos micorrizicos.
Nesse caso, as hifas fungicas entram nas células da raiz das plantas e se proliferam.
Como resultado, a area de contato entre o fungo e o citoplasma da célula hospedeira
aumenta, facilitando a transferéncia de agua e nutrientes entre eles. Essa interacéo
promove vantagens para as plantas como a tolerancia a seca e a patdégenos além de
uma melhor captacéo de fésforo do solo. Além disso, fungos presentes na forma livre
na rizosfera também podem contribuir para a saude das plantas, através da producao
de compostos antimicrobianos e compostos que auxiliam o crescimento vegetal
(Mehnaz et al., 2013; Colla et al., 2015).

A amostra controle também apresentou maior abundancia de reads do
género bacteriano Reichenbachiella, além de wuma bactéria da classe
Verrucomicrobiae. Reichenbachiella contém apenas uma espécie, R. agariperforans,
isolada em ambiente marinho e, portanto, ndo € possivel estabelecer sua relagcdo com

cana-de-agucar ou com o ambiente da rizosfera (Nedashkovskaya et al., 2003).
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Entre os oito géneros que apresentaram aumento na abundancia de reads
nas amostras submetidas ao estresse hidrico, quatro deles ja foram reportados em
ambientes com baixa disponibilidade de agua, sendo que alguns deles sdo capazes
de auxiliar plantas a tolerar a seca. O género Microbacterium foi capaz de colonizar
as raizes de pimenta e melhorar as caracteristicas agronémicas, como 0 maior teor
relativo de agua e maior eficiéncia fotossintética, quando as plantas foram submetidas
ao estresse hidrico. Essa protecéo se deve a capacidade da bactéria em promover a
producdo de osmoprotetores e antioxidantes pela planta (Vilchez et al., 2018).
Resultados semelhantes foram reportados por Asaf et al. (2017) quando inocularam a
bactéria endofitica Sphingomonas sp. LK11 em plantas de soja. Os resultados
mostraram que a inoculacdo da bactéria aumentou significativamente o comprimento,
a biomassa seca, e os pigmentos fotossintéticos das plantas sob diferentes tensées
hidricas. Os autores relataram que esse efeito benéfico se deve a capacidade da
bactéria em produzir fito-horménios e trealose. Os géneros Actinomadura e
Limnochorda sdo conhecidos pela resisténcia a condi¢des adversas. Actinomadura é
encontrado em alta abundéancia em ambientes &ridos e solos salinos enquanto
Limnochorda é capaz de formar esporos quando as condicdes do meio ndo séo
favoraveis, permitindo sua sobrevivéncia (Watanabe et al., 2015; Mohammadipanah
& JoachimWink, 2016; Watanabe et al., 2016).

O género Pseudoxanthomonas é capaz de utilizar celulose e lignocelulose
como fontes de carbono, sendo utilizada em consorcios de degradacéo de residuos
ou na producdo de etanol a partir desses componentes (Du et al., 2015; Kumar &
Khanna, 2015). Um aumento de degradacéo de celulose ja foi reportado em solos sob
estresse hidrico para leguminosas e gramineas devido a maior producdo de
serapilheira ou do aumento da rotatividade de raizes (Sanaullah et al., 2011). Dessa
forma, um aumento da atividade de Pseudoxanthomonas na rizosfera de cana-de-
acucar em condigBes de seca pode estar associada a uma maior degradacdo de
compostos celulésicos. Finalmente, foi possivel observar o aumento dos géneros
bacterianos Dongia, Vulgatibacter, Ramlibacter e Porphyrobacter. Esses grupos ainda
sao pouco explorados em ambientes de rizosfera e em condi¢des de estresse.

A andlise da composicdo taxon6mica obtida pelo sequenciamento do
metatranscriptoma da rizosfera de cana-de-agucar, revelou uma comunidade
microbiana diversa e visivelmente modificada pelo estresse hidrico. Entre os membros

afetados pelo estresse, foram encontrados alguns géneros de fungos filamentosos. A
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diversidade de fungos associados a rizosfera e raizes de cana-de-agucar vem sendo
pouco explorada, e a maioria deles ainda permanece com papel ecolégico e simbidtico
desconhecido. Romé&o-Dumaresq et al. (2016) isolaram fungos de raizes e da
rizosfera das variedades de cana-de-acUcar SP80-1842 e IMI-1 (geneticamente
modificada). Os autores relataram uma grande variedade de fungos, principalmente
do filo Ascomycota, distribuidos em 35 géneros, sendo que quase 10% dos fungos
isolados néo puderam ser identificados. De Souza et al. (2016) avaliaram a
comunidade fangica da variedade comercial de cana-de-agucar SP80-3280 e
reportaram uma alta diversidade desses micro-organismos associados a raiz ou
presentes na rizosfera, a maioria pouco explorados. Os autores alertaram sobre a
caréncia de estudos a respeito das associacbes fungo-planta e uma nova
possibilidade de area de estudo. Nosso trabalho também evidencia uma relacdo entre
cana-de-acucar e alguns fungos e o impacto da seca sobre alguns géneros. A analise
da composicao funcional dessa microbiota podera proporcionar informacées de como

e quando os micro-organismos responderam as variacdes de umidade do solo.

1.3.5. Analise funcional da microbiota da rizosfera de cana-de-agcucar CTC9001

Um total de 208.816 (51.5%) dos transcritos foram anotados em

subsistemas do SEED e distribuidos em 40 categorias funcionais (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Andlise funcional baseada nas categorias funcionais em nivel um do
SEED dos transcritos encontrados na microbiota da rizosfera de cana-de-agucar
CTC9001.

As categorias mais abundantes anotadas no banco de dados foram aquelas
responsaveis por processos essenciais dos micro-organismos como metabolismo de
carboidratos, proteinas, aminoacidos, vitaminas e RNA. Algumas categorias como
resposta ao estresse, capsula e parede celular, transducdo de sinal, mobilidade e
guimiotaxia apresentaram abundancia intermediaria e podem ser importantes em
mecanismos de resisténcia a dissecacdo e ao reconhecimento de sinais quimicos
presentes no ambiente da rizosfera (Venturi et al., 2016). Como exemplo da
importancia dessas categorias funcionais, Borland et al. (2015) avaliaram o genoma
de quatro linhagens de Azospirillum sp., conhecida por promover o crescimento de
diversas plantas. Os autores sugeriram que a existéncia de um grande numero de

genes associados a transducao de sinal ajuda as bactérias a colonizar ambientes
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heterogéneos e competitivos como a rizosfera, uma vez que as vias de transducao de
sinal, regulam as funcfes celulares das bactérias em resposta aos estimulos
ambientais. Da mesma forma, as habilidades de quimiotaxia e mobilidade podem
proporcionar vantagens competitivas as bactérias na colonizagdo e utilizacdo de
compostos quimicos liberados pelas raizes das plantas (Scharf et al., 2016).

As analises estatisticas para as diferentes funcbes metabdlicas
classificadas no nivel dois do SEED (Figura 1.9) revelaram variacdo na abundancia
de algumas fung¢des na microbiota da rizosfera de cana-de-acucar com a presenca do

estresse hidrico.

S Controle [ Estresse hidrico 95% confidence intervals
Formate hydrogenase BPVYVeerr f r | 0.025
Quinenes HGM BHVm—m—m—m—m—mV=—=m1 B 1.55e-4

Citrate Metabolism KE e i 1.27e-3 =
Paly-gamma-glutamate biosynthesis B2 HaH 1.00e-3 1
Diphthamide blosynthesis P ] 0.012 E
T655 BR = HH 4.0le-d 5
Type VI secretion systems =P HH 4.01e-4 U
Arginine and Ornithine Degradation BV —o—] 0043 B
Succinate dehydrogenase iy i 0.035 =

Periplasmic Stress Response B3 2 0.028

Ketoisovalerate oxidereductase B (e 0.034

0.0 0.4 =005 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

Figura 1.9. Categorias funcionais do nivel dois do SEED com diferenga significativa
(p < 0,05) na abundancia de reads em amostras da rizosfera de cana-de-acUcar

CTC9001 com e sem estresse hidrico.

Algumas categorias funcionais essenciais envolvidas com o metabolismo
energético (formate hydrogenase, citrate metabolismo), transporte de elétrons
(quinones) e fidelidade de traducdo (diphthamide biosynthesis) foram mais
abundantes nas amostras controle (Hugenholtz, 1993; Georgellis et al., 2001; Su et
al., 2013; McDowall et al., 2014). Também foi observado uma maior abundancia de
funcBes importantes para a sobrevivéncia em ambientes de alta competitividade como
arizosfera. A sintese de poli-gamma-glutamato (polly-gamma-glutamate biosynthesis)
possui diversas funcdes, dependendo do ambiente em que a bactéria se encontra. Em
solo, as bactérias utilizam o composto para sequestro de ions metalicos ou como fonte

de glutamato durante estado de privacdo de nutriente (Candela & Fouet, 2006).
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Finalmente, as amostras controle apresentaram maior abundancia de genes
relacionados ao sistema de secrecédo do tipo VI (Type VI Secretion Systems e T6SS
BR) que, entre outras funcdes, € responséavel pelo transporte de antibiéticos no meio
e viruléncia (Alteri & Mobley, 2016; Gallique et al., 2017).

As amostras submetidas a diferentes tempos de estresse hidrico
apresentaram aumento na abundéancia de genes relacionados a degradacdo de
proteinas para obtencdo de energia e nitrogénio (arginine and ornithine degradation),
enzimas oxirredutases atuantes na cadeia respiratdria aerdbia (succinate
dehydrogenase) e processos fermentativos (ketoisovalerate oxidoreductase) (Kita et
al., 1989; Heider et al., 1996; Kletzin & Adams, 1996; Champomier Verges et al., 1999;
Cecchini, 2003; Fonknechten et al., 2009). Uma maior abundancia dessas categorias
funcionais pode sugerir uma alteragdo no metabolismo da comunidade microbiana da
rizosfera da cana-de-acucar, a qual necessita de fontes alternativas de energia para

sobreviver no ambiente sob estresse hidrico.

1.3.6. Expresséao diferencial de genes na microbiota da rizosfera de cana-de-

aclcar CTC9001 submetida a diferentes tempos de estresse hidrico

Os dados de expressdo génica, determinado em numero de reads
mapeados, foram primeiramente avaliados quanto a cobertura do sequenciamento
pelo pacote Noiseq (Tarazona et al., 2015), no programa R (R Development Core
Team, 2011). Essa etapa € necessaria para a deteccdo de amostras com
profundidade insuficiente, as quais podem enviesar os resultados nas analises
estatisticas de expressao diferencial. Além de permitir analisar a cobertura do
sequenciamento e avaliar a presenca de vieses nos dados, o programa NOISeq
permite fazer as analises estatisticas com um baixo namero de réplicas, motivo pelo
qual foi escolhido para realizar as analises de expressédo diferencial nos dados do
metatranscriptoma.

Com base nas analises de profuncidade das amostras (Figura 1.10), foi
possivel observar que uma amostra submetida a oito dias de estresse hidrico (R8d-1)
apresentou uma baixa cobertura no sequenciamento, portanto, esta amostra foi
retirada nas analises estatisticas. Dessa forma, um total de sete amostras foi utilizado
para as analises de expressao diferencial entre os diferentes tempos de estresse

hidrico: duas amostras controle (zero dias de estresse hidrico), duas amostras
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submetidas a dois dias de estresse hidrico, uma amostra submetida a oito dias de
estresse hidrico e, finalmente, duas amostras submetidas a 12 dias de estresse

hidrico.
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Figura 1.10. Gréfico da saturacdo dos transcritos (valores entre parénteses na
legenda) encontrados nas amostras de sequenciamento do metatranscriptoma da
rizosfera de cana-de-acucar CTC9001. Os dados foram normalizados em TMM.

A andlise de expressdo diferencial de todos os possiveis pares das
amostras da rizosfera revelou um total de 43.716 transcritos diferencialmente
expressos em pelo menos um dos tratamentos de estresse hidrico avaliado (Tabela
1.5). Foi possivel observar que a maioria dos genes apresentou uma queda na
expressao (down regulated) a medida que o tempo de estresse hidrico aumentava.
Apenas na comparacao entre oito e 12 dias de estresse hidrico, foi possivel observar
uma grande propor¢ao de genes cuja expressdo aumentou (up regulated) na condi¢cao

de estresse hidrico mais severo.
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Tabela 1.5. Numero de genes diferencialmente expressos (DE) na microbiota da

rizosfera da cana-de-acucar CTC9001 em diferentes tempos de estresse hidrico.

Amostras comparadas Genes DE Up regulated* Down regulated*

0 dias x 2 dias 924 140 (15,2%) 784 (84,8%)
0 dias x 8 dias 8.216 1.371 (16,7%) 6.845 (83,3%)
0 dias x 12 dias 6.556 53 (0,8%) 6.503 (99,2%)
2 dias x 8 dias 7.334 2.611 (35,6%) 4.723 (64,4%)
2 dias x 12 dias 2.766 41 (1,5%) 2.725 (98,5%)
8 dias x 12 dias 35.178  30.845 (87,7%)  4.333(12,3%)
Total 60.974  35.061 (57,5%)  25.913 (42,5%)
Total (Unicos) 43.716 33.896 (77,5%) 15.549 (22,5%)

*Em relagdo ao menor tempo de estresse hidrico comparado

Para entender a resposta da comunidade microbiana nos diferentes niveis
de estresse hidrico, 0s transcritos que apresentaram expressao diferencial
significativa em comparacdo com a condi¢cdo controle (0 dias) foram submetidos a
analise de enriquecimento de GO (Gene Ontology). Essa andlise permite avaliar quais
funcdes estao estatisticamente enriquecidas em relagcéo ao total de fungcbes anotadas
no metatranscritpma. A Figura 1.11 mostra o resultado dessa analise de
enriguecimento para os transcritos com expressao alterada na comparacao entre a
condicdo controle e o tratamento com dois dias de estresse hidrico.

A andlise de enriguecimento revelou uma diminui¢do na via de montagem
do complexo de pré-iniciacao transcricional, responsavel pela agregacéo, arranjo e
ligacdo de proteinas no DNA promotor em eucariotos e arqueias. A formacao desse
complexo de pré-iniciacdo € necessaria para iniciar a transcricdo dos genes (Lee &
Young, 2000; Bell, 2005). Dessa forma, a queda na expressao de transcritos
relacionados a essa atividade pode sugerir uma diminuicdo da atividade desses
organismos nos primeiros dias de estresse hidrico. Essa categoria funcional foi

relacionada a familia de arqueia Nitrosopumilaceae.



60

0 dias vs 2 dias — Down regulated

0 dias vs 2 dias — Up requlated

Figura 1.11. Andlise de enriquecimento de GO relacionados a processos biolégicos
resumida e visualizada como um grafico Treemap usando o programa REVIGO para
os transcritos down e up regulated entre zero e dois dias de estresse hidrico. O
tamanho dos quadros indica a significancia (valor —log1l0 do p-value) dos termos
enriquecidos. Quadros com cores iguais correspondem aos termos GO pertencentes

a mesma categoria funcional.

Em bactérias, foi possivel observar uma diminuicdo do catabolismo de
acido N-acetilmurdmico e da sintese de dTDP-ramnose, ambos componentes da
parece celular. O &cido N-acetiimurAmico € um amino acglcar, que ocorre

naturalmente na parede celular de quase todas as bactérias e é constantemente
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degradado e reciclado durante o crescimento e divisdo das células bacterianas
(Uehara et al., 2005; Reith & Mayer, 2011). O polissacarideo dTDP-ramnose atua
como fator de viruléncia para a infec¢do no hospedeiro. Estudos j& demonstraram a
importancia desse composto para o crescimento e viruléncia de Shigella flexneri
(Macpherson et al.,, 1994), Streptococcus mutans (Tsukioka et al., 1997) e
Mycobacterium smegmatis (Ma et al., 2002). Jofre et al. (2004) isolaram uma espécie
mutante de Azospirillum brasilense (Tn5) que apresenta a estrutura de
lipossacarideos modificada e menor capacidade de infeccdo em plantas de milho. Os
autores concluiram que a diminuicdo da interacdo planta-patbgeno se deve a
diminuicao da sintese de ramnose. Dessa forma, é possivel concluir que o periodo de
dois dias de estresse hidrico provocou a diminuicdo da degradagcdo de N-
acetilmuramico, indicando uma diminuicdo do crescimento celular, e da sintese de
ramnose, indicando uma diminuicdo na capacidade de viruléncia das bactérias. Esse
altimo dado também pode ser suportado pela diminuicdo de transcritos relacionados
a patogénese nas amostras sob estresse. Os dados de taxonomia revelaram que as
familias bacterianas que sofreram diminuicdo da expressdo desses componentes
foram Flavobacteriaceae (Bacteroidetes), Phyllobacteriaceae (Alphaproteobacteria),
além do género Roseiflexus (Chloroflexi). Transcritos associados a resposta ao
estresse (response to stress) também diminuiram sua expressao nas amostras
submetidas a dois dias de estresse hidrico, no entanto, a classificacao obtida por GO
nao permitiu mais informacgdes a respeito dessa resposta.

As funcbes com enriguecimento nas amostras de rizosfera submetida a
dois dias de estresse hidrico foram relacionadas com adesédo celular e mobilidade
mediada por flagelo. As duas fungbes sdo importantes para uma colonizacéo efetiva
da superficie das raizes, de particulas de solo e na formacao de biofilmes (Kasim et
al., 2016; Timm et al., 2016; Altaf & Ahmad, 2017). Assim sendo, tais mecanismos
podem ter sido estimulados para permitir a sobrevivéncia da microbiota nessa
condicdo de estresse. Essas categorias funcionais enriquecidas foram relacionadas
aos filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Verrucomicrobia.

Em resumo, pode-se observar que um curto periodo de estresse hidrico foi
capaz de promover respostas iniciais importantes dos micro-organismos presentes na
rizosfera, como a diminuicdo da atividade bacteriana, do crescimento celular e de
mecanismos de viruléncia, assim como o aumento de atividades associadas a

colonizacdo e mobilidade. A Figura 1.12 mostra o resultado da andlise de
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enriquecimento para 0s transcritos com expressao alterada na comparacéo entre a

condicado controle e o tratamento com oito dias de estresse hidrico.

0 dias vs 8 dias — Down regulated

0 dias vs 8 dias — Up regulated

Figura 1.12. Andlise de enriquecimento de GO relacionados a processos biolégicos
resumida e visualizada como um grafico Treemap usando o programa REVIGO para
os transcritos down e up regulated entre zero e oito dias de estresse hidrico. O
tamanho dos quadros indica a significancia (valor —log1l0 do p-value) dos termos
enriquecidos. Quadros com cores iguais correspondem aos termos GO pertencentes

a mesma categoria funcional.
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Nas amostras submetidas a oito dias de estresse hidrico, foi possivel
observar que diversas funcdes relacionadas ao metabolismo de DNA, sintese de
aminoacidos, respiracao celular, dobramento de proteinas, obtencdo de energia em
eucariotos, resposta ao estresse e metabolismo primario foram as principais
categorias enriquecidas entre os transcritos que diminuiram a expressao em relacao
as amostras controle. Assim como na analise de enriguecimento anterior, esses
resultados indicam uma queda na atividade microbiana. Contudo, enquanto nas
amostras com dois dias de estresse hidrico, as principais alteragdes foram detectadas
na membrana celular, as alteracbes nas amostras com oito dias de estresse mais
significativas foram relacionadas a integridade do material genético e a sintese
proteica. Esses resultados sugerem que a microbiota da rizosfera de cana-de-agUcar
esta sendo afetada pela falta de irrigacéo que se estendeu por oito dias. A maioria dos
grupos taxondémicos associados a essas categorias funcionais diminuidas foram a
familia Polyangiaceae (13,9%), a ordem Myxococcales (11,9%), Bactérias né&o
classificadas (10,5%), Proteobacteria (7,1%) e a ordem Cytophagales (6,1%).

Outros membros da comunidade microbiana parecem ter sido favorecidos
pelas mudancas impostas pela seca mais prolongada na rizosfera e pela diminui¢éao
da atividade de alguns micro-organismos. Isso pode ser explicado pelo aumento da
expressdo de transcritos associados ao metabolismo de DNA e ao catabolismo de
acido N-acetilmuramico (importante para a renovacao da parede celular e crescimento
bacteriano). Além disso, os transcritos relacionados a degradacéo de proteinas (auto
protedlise) também tiveram a expressdo aumentada sob estresse. A protedlise
realizada por bactérias pode ter papel importante para a remoc¢ao de proteinas mal
dobradas ou danificadas ou pode ocorrer em resposta a sinais especificos como
crescimento, formacao de biofilme e resposta ao estresse. Em situacdes de estresse,
a regulacéo por protedlise pode ser vantajosa devido a sua resposta rapida aos sinais
externos (Jenal & Hengge-Aronis, 2003; Gur et al., 2011; Konovalova et al., 2014).
Praticamente todos os transcritos relacionados a essas duas categorias pertencem a
familia Flavobacteriaceae e/ou ao género Aequorivita. Alguns transcritos também
foram relacionados com as familias Rhodanobacteraceae e Xanthomonadaceae.
Esses dados indicam que esses grupos bacterianos podem ter sido capazes de
manter seu crescimento em condi¢cdes de seca.

Metilamina € um composto atuante no metabolismo do metano e um

produto do metabolismo de plantas. Esse produto pode ser usado como fonte de
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nitrogénio ou carbono por diversas bactérias, denominadas metilotroficas. Bactérias
especializadas em utilizar compostos de um carbono (C1) como metilamina, metanol
e metano podem obter vantagens em relacdo a outros organismos que apenas
utiizam compostos mais complexos e habitar ambientes como a rizosfera
(Chistoserdova, 2015; Stein, 2017). Dessa forma, o aumento do metabolismo de
metilamina nas amostras submetidas ao estresse hidrico sugere um favorecimento de
bactérias com esse tipo de metabolismo. Essa categoria também foi associada a
familia Flavobacteriaceae.

De forma geral, pode-se observar que um tempo de estresse hidrico
intermediario (oito dias) na rizosfera de cana-de-acucar CTC9001 provocou a
diminuicdo da atividade de algumas bactérias e o consequente favorecimento de
outros grupos, especialmente os que possuem metabolismos para diferentes fontes
de energia e rapida resposta a mudancas ambientais. A analise de enriqguecimento
também foi realizada para os transcritos diferencialmente expressos nas amostras
tratadas com doze dias de estresse hidrico, em relagdo a amostra controle (Figura
1.13).

Em 12 dias de estresse hidrico ainda foi possivel observar diminuicdo na
expressdo de genes relacionados ao metabolismo bacteriano e eucariético como
regulacdo da respiracao, sintese de ribossomos, dobramento de proteinas, traducéo,
endocitose e resposta ao estresse. A maioria dos micro-organismos relacionados a
diminuicdo na expressdo dessas categorias funcionais foram eucariotos nao
classificados (27,2%), Streptomyces (11,3%) e Cytophagales (10,9%).
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0 dias vs 12 dias — Down regulated

0 dias vs 12 dias — Up regulated

Figura 1.13. Andlise de enriquecimento de GO relacionados a processos biolégicos
resumida e visualizada como um grafico Treemap usando o programa REVIGO para
os transcritos down e up regulated entre zero e doze dias de estresse hidrico. O
tamanho dos quadros indica a significancia (valor —log10 do p-value) dos termos
enriquecidos. Quadros com cores iguais correspondem aos termos GO pertencentes

a mesma categoria funcional.

Os transcritos que aumentaram a expressao no periodo de 12 dias de
estresse hidrico foram associados a degradacdo de benzoato e sintese de
pseudouridina-tRNA. Benzoatos (ou acidos benzoicos) sdo acidos carboxilicos
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aromaticos precursores de varios metabdlitos secundarios de plantas. Um dos
compostos mais importantes derivado do benzoato em plantas é o acido salicilico, que
atua na sinalizagdo e resposta a estresses bidticos e abidticos (Vlot et al., 2009;
Widhalm & Dudareva, 2015). Além disso, muitos benzoatos séo derivados da
degradacédo de lignina e podem ser utilizados por bactérias como fonte de carbono.
Assim sendo, é comum detectar vias metabdlicas relacionadas a degradacao de
benzoato em estudos de consdrcios microbianos degradadores de lignina (Lange et
al., 2013; Carlos et al., 2018; Moraes et al., 2018). Os benzoatos também podem ser
liberados pelas raizes das plantas e atrairem micro-organismos para a rizosfera
(Parales & Harwood, 2002; Wu et al., 2015). Portanto, a presenca de transcritos
relacionados a degradacdo desse composto aromatico na rizosfera de cana-de-agucar
sob 12 dias de estresse hidrico sugere que, nessas condi¢des, 0S micro-organismos
capazes de degradar benzoato foram favorecidos provavelmente pelo maior depdsito
de lignina no solo ou pela liberacdo desse composto pelas raizes.

A presenca de transcritos relacionados a mobilidade (montagem de flagelo
de tipo bacteriano) e secrecéo (sistema de secrecao de proteinas pelo sistema de
secrecao do tipo Ill) bacteriana, inseridos na via de catabolismo de benzoato reforcam
a hipétese de que determinados micro-organismos estao sendo atraidos pela cana-
de-acucar através do benzoato ou outros compostos. O sistema de secrecéo tipo Il
bacteriano é responsavel por exportar macromoléculas, chamada de proteinas
efetoras, para o interior de células eucariéticas hospedeiras, desempenhando um
importante papel na viruléncia em fito-patbgenos ou em interacdes simbidticas no
caso de bactérias benéficas. Além disso, estudos vém reportando a expressao desse
sistema em condi¢Bes de alta salinidade (Galan & Collmer, 1999; Haller et al., 2000;
Aspedon et al.,, 2006). Marchi et al. (2013) sequenciaram o genoma da bactéria
Pseudomonas fluorescens Pf29Arp capaz de reduzir a incidéncia de uma doenga em
raizes de trigo. Os autores relataram a presenca de diferentes sistemas de secrecéo,
incluindo o do tipo Ill, no genoma da bactéria e reportaram que alguns genes
codificadores de proteinas envolvidos na montagem desses sistemas foram
expressos de forma basal durante a colonizagdo na planta. Esses dados sugerem que
0 sistema de secrec¢éao do tipo Il desempenha um papel importante na adaptacao de
P. fluorescens na rizosfera. A mobilidade por flagelo também é uma caracteristica
importante para a colonizacéo da rizosfera e pode ser influenciado por diferentes tipos

de exsudados radiculares (Chaparro et al., 2012). Todos os transcritos relacionados a
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degradacédo de benzoato, foram relacionados a ordem Sphingomonadales (alguns
transcritos puderam ser classificados dentro da familia Erythrobacteraceae) e a familia
Xanthomonadaceae (com alguns transcritos classificados como Rhodanobacter),
indicando que esses grupos de bactérias podem estar participando do metabolismo

desse composto aromatico na rizosfera.

1.3.7. Perfil de expressédo dos genes da microbiota da rizosfera de cana-de-
acltcar CTC9001

Os valores de expressdo, em TMM, para cada transcrito diferencialmente
expresso foram representados na Figura 1.14. Foi possivel observar um padrdo néo
linear da expressdo dos trancritos ao longo do estresse hidrico, revelando uma
resposta complexa da microbiota da rizosfera de cana-de-acucar frente as mudancgas
ambientais impostas pelo experimento. Essa complexidade é esperada uma vez que
inimeros fatores sdo responsaveis pela modulagdo da comunidade microbiana.

Em resposta a seca, os solos sofrem inUmeras alteracbes quimicas,
enquanto que as plantas sofrem alteracdes fisiologicas, em um esforco para se
proteger de seus efeitos nocivos. Entre as mudancas do solo, podemos citar as
variagbes no conteldo e mobilidade de nutrientes, aumento na concentracdo de
solutos e variacGes na disponibilidade de oxigénio. Nas plantas, as alteracdes mais
importantes sdo as alteracbes no perfil do exsudato radicular, na producdo de
compostos secundarios, queda da taxa fotossintética e alteracdo na morfologia da
raiz. Cada um desses fatores pode influenciar os outros, formando uma complexa rede
de interacdo, 0 que torna extremamente dificii obter uma compreensao
verdadeiramente integrada do efeito da seca no microbioma das raizes (Naylor &
Coleman-Derr, 2018).
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Figura 1.14. Perfis dos genes diferencialmente expressos entre as amostras da
rizosfera de cana-de-aclicar CTC9001 submetidas as diferentes condi¢cdes de

estresse hidrico. Os valores estdo expressos em TMM.

Para elucidar o comportamento dos transcritos diferencialmente expressos
ao longo dos tratamentos, eles foram analisados pelo programa SOM a fim de agrupa-
los com base em seu perfil de expresséo ao longo de todo o tempo de estresse hidrico
(Figura 1.15). Para cada perfil de expressdo encontrado (total de nove) foram
realizadas as analises de enriquecimento de GOs e determinados 0s géneros mais

abundantes.
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Figura 1.15. Self-organazing map (SOM) analise dos 43.715 transcritos
diferencialmente expressos na microbiota associada a rizosfera de cana-de-agucar
CTC9001. Em cada quadro, o eixo x indica amostras (0, 2, 8 e 12 dias de estresse
hidrico) e o eixo y indica a média centralizada da expressdo génica de um determinado
conjunto de transcritos (valor “n” na parte superior). Cores similares na parte superior
indicam semelhanca no padréo de expressao dos transcritos. Cada quadro contém o
nome dos dois GO mais enriquecidos (menor valor de p) e os géneros mais

abundantes relacionados ao perfil de expressao apresentado.

De acordo com a analise do SOM (Figura 1.15), foi possivel observar que
a maioria dos transcritos apresentou uma queda na expressdo com oito dias de
estresse hidrico, seguida de um aumento na expressdo quando a seca atingiu 12 dias.
Esse perfil de expresséo foi observado em cinco grupos de transcritos (n= 12.269,

233, 9.949, 1.864 e 4.159). Nesses grupos, as categorias funcionais mais
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enriquecidas estavam associadas a funcdes basais do metabolismo microbiano como
transcricdo, degradacdo de mRNA, traducéo de proteinas, metabolismo de pteridinas
(cofatores enzimaticos e precursores de varias moléculas fundamentais) e respiracao.
Além disso, transcritos associados a mobilidade dependente de flagelo e sistema de
secrecdo do tipo Il também foram reportados. Essas funcdes desempenham papel
importante no reconhecimento de sinais externos e colonizacdo de plantas no
ambiente da rizosfera (Timm et al., 2016; Altaf, & Ahmad, 2017).

As func¢Bes associadas a sintese de peptidoglicano e de glutamato também
foram enriquecidas nesses grupos de transcritos e séo relacionadas a sobrevivéncia
dos micro-organismos a condicdes de estresse. Peptidoglicano € o principal
componente da parede celular das bactérias, desempenhando um papel fundamental
na manutencdo da estrutura celular, crescimento e fornecendo tolerancia a presséo
osmotica e estresse mecanico. De modo geral, as bactérias Gram-positivas parecem
ser mais resistentes a seca do que as bactérias Gram-negativas, devido a uma
camada mais espessa de peptidoglicano (Cloud-Hansen et al., 2006; Schimel et al.,
2007; Radkov et al., 2018). O glutamato é um aminoacido ndo essencial que participa
da sintese de proteinas e processos fundamentais como glicélise e ciclo do acido
citrico. No entanto, esse aminoacido também pode estar envolvido em respostas ao
estresse em bactérias (Feehily & Karatzas, 2013). Em estresse osmético, as células
acumulam potassio e aumentam a sintese de glutamato para contrabalancar os altos
niveis desse ion. Dessa forma, o glutamato atua como soluto compativel, ou seja, se
acumula dentro das células, equilibrando a osmolaridade do meio e permitindo que as
enzimas funcionem de forma eficiente. No entanto, os altos niveis de glutamato
fornecem uma protecdo temporéaria e atuam como um sinal intracelular de estresse
osmotico, induzindo a captacdo de compostos osmoprotetores. Tais compostos sao
geralmente proteinas que podem ser captadas do meio para atuarem como solutos
compativeis, o que explica a presenca da funcao de importacdo de proteinas presente
nos dados do metatranscriptoma, juntamente com a sintese de peptidoglicano e
sintese de glutamato (Brown, 1990; Goude et al., 2004; Wood, 2011).

Os géneros mais abundantes presentes nos cinco grupos de transcritos
analisados foram Sorangium, Devosia, Rhodanobacter, Steroidobacter e Mitsuaria.
Todos esses grupos bacterianos ja foram reportados em solos e rizosfera de

diferentes plantas, incluindo cana-de-agucar (Rivas et al., 2003; Salla et al., 2014;
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Huang et al., 2017; Dong et al., 2018). Além disso, esses géneros tem o potencial de
promover o crescimento vegetal e tolerar estresses abidticos.

O género Sorangium foi particularmente interessante, pois apresentou alta
abundancia em vérios dos grupos gerados pelo programa SOM. Essa bactéria é
especializada na degradacéo de varios polissacarideos (incluindo celulose) e ja foi
reportada em rizosfera de plantas lenhosas (Uroz et al., 2010), amendoin (Haldar et
al., 2011), solos de planta¢gdes de milho (Pathan et al., 2015), e nos biomas brasileiros
da Caatinga (Lacerda Junior et al., 2017) e manguezais (Thompson et al., 2013),
sugerindo sua versatilidade em colonizar diversos ambientes. Dessa forma, € possivel
gue membros desse género obtiveram vantagens na rizosfera da cana-de-acucar
devido a sua capacidade de degradar compostos complexos. O género Mitsuaria foi
recentemente isolado da rizosfera de Arabdopsis thaliana e testado para promover
resisténcia a seca nessa planta e também em milho. Os resultados mostraram que
essa bactéria foi capaz de produzir a enzima ACC deaminase e alterar a estrutura
radicular de A. thaliana além de reduzir a evapotranspiracdo e alterar o contetido de
fito-horménio em milho quando as plantas estavam sob estresse hidrico (Huang et al.,
2017).

Dois grupos de transcritos apresentaram queda na expressao ao longo do
estresse hidrico, exibindo os valores mais baixos nas amostras com oito dias de
estresse (n = 9.601 e 537). Diferentemente dos cinco grupos mencionados
anteriormente, o0s transcritos desses dois grupos ndo apresentaram aumento
significativo da expressdo aos 12 dias de estresse, permanecendo com valores de
expressao abaixo daqueles encontrados para a condicao controle. Nesses transcritos,
as funcbes celulares mais enriquecidas foram associadas a traducao, regulacdo da
respiracdo celular e mobilidade dependente de flagelo. Os géneros associados a
esses transcritos foram Streptomyces e Haliangium. Streptomyces € um importante
membro da comunidade microbiana do solo e da rizosfera devido sua capacidade de
degradar compostos complexos, produzir antibidticos e promover o crescimento das
plantas (Schrey & Tarkka, 2008). Espécies do género Haliangium séo capazes de
produzir antifngicos, desempenhando um papel importante na protecédo das plantas
contra agentes patogénicos (Fudou et al., 2001; Fudou et al., 2002). Dessa forma, a
diminuicdo da atividade e mobilidade celular desses géneros bacterianos nas
amostras submetidas ao estresse hidrico por oito e 12 dias pode sugerir uma

diminuicdo de possiveis interacdes benéficas entre essas bactérias e as plantas.



72

Apenas um grupo da analise do SOM (n = 5.082) apresentou transcritos
com um perfil de expressédo diferente dos demais. Nesse grupo, 0s transcritos
apresentaram um aumento na expressao nas amostras submetidas a oito dias de
estresse hidrico, se comportando de forma oposta & maioria dos outros transcritos. As
categorias funcionais mais enriquecidas nesse grupo foram relacionadas a
metabolismo de DNA (integracdo de DNA) e traducdo. Os géneros mais abundantes
nesse grupo foram Aequorivita e Galbibacter. Aequorivita é particularmente abundante
em solos e oceanos da Antartica (Bowman & Nichols, 2002; Shravage et al., 2007),
mas também j& foi encontrado associado a algas verdes (Park et al., 2009) e em zona
intertidal (Liu et al., 2013). O género Galbibacter, por sua vez, foi inicialmente isolado
em sedimento marinho (Khan et al., 2007), mas recentemente tem sido reportado em
algumas amostras de solos (Xiaoying et al., 2015; Xu et al., 2018). Portanto, até este
trabalho, esses dois géneros nédo tinham sido reportados em rizosfera de cana-de-
acucar. O comportamento oposto da expressdo desses transcritos indica que a
atividade desses géneros foi favorecida nas amostras submetidas a oito dias de
estresse hidrico, enquanto que a expressdo dos demais grupos microbianos
analisados diminuiu nessas mesmas condi¢cdes. Um pequeno grupo de transcritos (n
= 22) apresentou uma alta variacdo nos dados de expressao, por isso seu perfil de

expressao nao foi discutido nesse trabalho.

1.3.8. Influéncia dos exsudados radiculares sobre o perfil de expresséo génica

da microbiota associada a rizosfera de cana-de-acucar CTC9001

Um total de 11.890 transcritos que apresentaram diferenga significativa na
expressao entre a condicdo controle (0 dias) e algum dos tratamentos de estresse
hidrico foram correlacionados com acidos citrico, isocitrico e malico, exsudados pelas
raizes da cana-de-acUcar. Esses trés acidos orgéanicos apresentaram mudancas
significativas nas taxas de exsudacao ao longo do estresse.

Baseado na correlacdo de Spearman (p < 0,05), 657 (5,5%) transcritos
foram correlacionados com pelo menos um dos &cidos organicos analisados (Tabela
1.6). Entre esses transcritos, 83 (12,6%) foram anotados em alguma categoria
funcional dos bancos de dados do SEED, KEGG ou GO e 270 (41,1%) foram

classificados em algum nivel taxondmico.
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Tabela 1.6. NUmero de transcritos que apresentou correlacéo significativa (Spearman
p < 0,05) com os acidos citrico, isocitrico e malico, exudados pelas raizes de cana-de-
acucar CTC9001.

NUmero de transcritos

Correlacao positiva Correlacédo negativa

Acido orgéanico (rs > 0,8) (rs <-0,8)
Citrico 25 241
Isocitrico 40 255
Malico 23 479
Total 88 975
Total (n&o repetidos) 50 607

Bacteroidetes foi o filo mais abundante entre os transcritos anotados
(28,5%) e que apresentaram correlagdes significativas com os acidos organicos
analisados. Esse filo geralmente é descrito como pouco comum entre 0s membros da
comunidade microbiana do solo. No entanto, o avanco das tecnologias de
sequenciamento em larga escala permitiu explorar esse grupo de micro-organismos,
entender seu papel na microbiota e sua interagédo com fatores ambientais (Thomas et
al., 2011; Wolinska et al., 2017). Shi et al. (2011) estudaram o efeito dos &cidos
quinico, latico e maleico (identificados na rizosfera de Pinus radiata) na composicdo
microbiana de solo em ensaios de microcosmos utilizando eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE) do gene de rRNA 16S e microarrajo. Os autores
relataram que a presenca desses 4cidos influenciou positivamente a abundancia de
Bacteroidete no solo. Chaparro et al. (2014) avaliaram a comunidade microbiana da
rizosfera de Arabdopsis thaliana em diferentes estagios de desenvolvimento, por
pirosequenciamento. Os resultados indicaram que o filo Bacteroidetes ndo apenas
constituia o microbioma core da rizosfera de A. thaliana, mas também era influenciado
pela idade da planta e pelos exsudados radiculares liberados na rizosfera.
Recentemente, Wolinska et al. (2017) reportaram a presenca de Bacteroidetes como
um indicador biolégico sensivel ao uso do solo, uma vez que sua abundancia foi menor
em solos utilizados para fins agricolas em comparacédo a solos ndo explorados, além
disso, sua abundancia foi influenciada por fatores como condutividade elétrica, pH,

teores de sddio, entre outros.
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Nesse trabalho, transcritos pertencentes a Bacteroidetes que foram
negativamente correlacionados com o acido citrico, isocitrico e mélico foram anotados
como proteinas ribossomais, proteinas evolvidas na traducéo e proteinas de ligagédo
ao DNA (Anexo |). As proteinas ribossomais fazem parte da estrutura do ribossomo e,
portanto, desempenham um papel fundamental no processo de traducéo nas células
bacterianas (Korobeinikova et al., 2012), enquanto que, as proteinas de ligacdo ao
DNA, regulam muitos processos biolégicos importantes, como o transporte e tradugéo
de RNA, empacotamento de DNA, recombinagdo genética, replicacdo e reparo de
DNA (Cai & Huang, 2012). Portanto, a correlacdo negativa entre os acidos organicos
e os transcritos associados a essas funcdes celulares pode sugerir uma modificacao
na expressédo génica dos membros desse filo em resposta a variagdo na taxa dos
exsudados radiculares. Entre as bactérias do filo Bacteroidetes que se relacionaram
de forma negativa com os &cidos organicos (diminuicdo na expressao dos transcritos
guando houve aumento na exsudacao dos acidos organicos), a maioria foi identificada
como pertencente a ordem Cytophagales e a Bacteroidetes nao identificados.

Os transcritos correlacionados positivamente com pelo menos um dos
acidos organicos analisados (aumento na expressao dos transcritos quando houve
aumento na exsudacdo dos acidos organicos) e pertencentes ao filo Bacteroidetes
foram associados a proteinas de transporte, peptidases, transporte de elétrons e o
fator de transcricdo sigma-70 (Anexo Il). A grande parte desses transcritos foi
identificada como pertencentes ao género Aequorivita ou sua familia
Flavobacteriaceae, sugerindo que esse grupo de bactérias foi particularmente
influenciado pela modificacdo da taxa de exsudacao dos acidos organicos durante o

periodo de estresse hidrico (Figura 1.16).



75

12 3
c
10 25 E
% 8 2 E
Q
g o
@]

zg §
Q =
S 6 1,5 -
> S
Q ©
T 4 1 3
5 ‘ ‘ 2
g Q
2 ~ 05 3
_

0 P 0

0 dias 2 dias 8 dias 12 dias

Figura 1.16. Perfil de expressdo dos transcritos do género Aequorivita e da familia
Flavobacteriaceae (box plot) positivamente correlacionados com os &cidos citrico
(linha azul), isocitrico (linha amarela) e malico (linha vermelha) durante o estresse
hidrico. Os valores de expresséo e da taxa de exsudacao foram normalizados (log10
+1).

As principais fungbes associadas ao género Aequorivita que foram
correlacionadas com os acidos organicos foram relacionadas a sistemas de transporte
de membrana, incluindo a importacao e exportacdo do acucar L-fucose, lipoproteinas,
oligopeptideos, fosfato e outros compostos inorganicos. O transporte do acucar fucose
(L-fucose permeasse) € particularmente interessante por conferir vantagens as
bactérias que possuem esse sistema. Esse acucar é encontrado em muitas
glicoproteinas e glicolipideos metabolizados por micro-organismos, plantas e animais.
Em estudos do microbioma instestinal de mamiferos, as bactérias capazes de utilizar
fucose como fonte de carbono apresentavam vantagem competitiva nesse ambiente
(Gunn et al., 1994; Hooper et al., 1999; Stahl et al., 2011). A familia de transportadores
de oligopeptideos (POT family) é responséavel pela captacéo de peptideos para serem
utilizados como fonte de nitrogénio, fator importante para a sobrevivéncia e
crescimento das bactérias (Gomolplitinant & Saier, 2011; Newstead, 2017). O sistema
de transporte de lipoproteinas, por sua vez, medeia a liberacdo de lipoproteinas

recém-sintetizadas da membrana citoplasmatica de bactérias Gram-negativas,
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resultando na formacdo da membrana externa e promovendo maior protecao as
células (Yasuda et al., 2009). Na rizosfera, os acidos organicos exsudados pelas
raizes das plantas podem atuar como fonte de carbono e nitrogénio, quelantes de
minerais pouco sollveis e acidificantes do solo, 0 que aumenta a disponibilidade de
nutrientes para os micro-organismos. Como resultado dessas propriedades, os acidos
organicos podem induzir um aumento na mineralizacdo de nutrientes do solo pelas
bactérias (Dakora & Phillips, 2002; Keiluweit et al., 2015). Assim sendo, os &cidos
citrico, isocitrico e mélico avaliados nesse trabalho podem ter contribuido para o
aumento da captacdo de compostos organicos pelas bactérias do género Aequorivita,
explicando sua correlacdo com transcritos associados ao transporte de nutrientes.

Transcritos relacionados a sintese de cianoficina e proteinas de ligagédo ao
DNA do género Aequorivita também foram correlacionados de forma positiva com os
acidos organicos avaliados. A cianoficina € um polimero formado por um grupo
secundario de acido aspartico e grupos laterais de arginina. Esse polimero é insolavel
em condicgdes fisiolégicas e € acumulado na forma de granulos no citoplasma sob
condi¢bes de privacdo de fosfato ou enxofre e altas concentracdes de didxido de
carbono. Dessa forma, esses granulos funcionam como uma reserva temporaria de
nitrogénio (Krehenbrink et al., 2002; Oppermann-Sanio & Steinblchel, 2002). Apesar
de ser encontrado amplamente em cianobactérias, o gene cyanophycin synthetase,
responsavel pela producdo de cianoficina também foi encontrada em outros grupos
de bactérias heterotréficas como Acinetobacter sp. (Krehenbrink et al., 2002),
Desulfitobacterium hafniense (Ziegler et al., 2002) e em varias Beta e
Gammaproteobacterias (Fluser & Steinbichel, 2007). Devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas, a cianoficina vem sendo estudada para aplicagdo como suplemento
nutricional ou um substituto biodegradavel do poliacrilato (Oppermann-Sanio &
Steinbuchel, 2002; Solaiman et al., 2011).

Os transcritos relacionados a proteinas de ligacdo ao DNA foram anotados
como topoisomerase (topoisomerase IV subunit A), transposase (transposase activity)
e fator de transcricdo sigma-70 (RNA polymerase sigma-70 factor). Topoisomerases
séo proteinas que atuam diretamente na replicacdo e empacotamento de DNA (Wang,
1996; Corbett et al., 2005). As transposases, por sua vez, facilitam rearranjos
gendmicos e influenciam a expressdao de genes exodgenos. A atividade das
transposases geralmente € induzido em condicbes de estresse celular e podem

facilitar na adaptacdo de ambientes extremos (Nelson et al., 2011; Vigil-Stenman et
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al., 2017). O fator de transcricdo sigma-70 atua na regulacédo de genes housekeeping
nas células, tendo papel importante na manutencdo das atividades celulares
essenciais (Gruber & Gross, 2003).

Os acidos orgéanicos exsudados pelas raizes das plantas podem atuar
como sinais quimicos para a microbiota da rizosfera, regulando a expressao génica
dos micro-organismos. Esses acidos organicos ja foram reportados como indutores
de expressdo de genes relacionados a mobilidade, catabolismo de compostos
aromaticos, genes de resposta ao estresse, regulacdo do metabolismo de
carboidratos e aminoécidos, entre outros (Dakora & Phillips, 2002; Mark et al., 2005;
Bais et al., 2006, Scharf et al., 2016). Assim sendo, as correlacdes positivas entre 0s
acidos organicos avaliados nesse trabalho e os transcritos relacionados a sintese de
cianoficina e proteinas de ligacdo ao DNA sugerem um possivel papel regulador
desses acidos na expressao génica de bactérias do género Aequorivita.

Os filos Proteobacteria (11,9% dos transcritos anotados) e Ascomycota
(7%) apresentaram transcritos correlacionados de forma negativa com os acidos
orgéanicos analisados. Os transcritos de Proteobateria foram associados a mobilidade
e quimiotaxia, formacdo de pilus e flagelo, ao fator de transcricdo sigma-70,
chaperonas, proteinas ribossomais, assimilacdo de fosfato inorganico e sinalizacao
celular. No entanto, a maioria dos transcritos de Proteobacteria ndo puderam ser
anotados em outros grupos taxondmicos (ordem, familia e género). Os transcritos
anotados como Ascomycota nao puderam ser anotados funcionalmente.

Como mostrado na sesséo 1.3.2 desse trabalho, a taxa de exsudacao dos
acidos organicos citrico, isocitrico e malico foram maiores nas amostras submetidas
a doze dias de estresse hidrico. Esse resultado sugere que as plantas de cana-de-
acucar da variedade CTC9001 podem ter aumentado a liberacdo desses exsudados
como parte da estratégia para sobreviver ao estresse. Esses acidos organicos
desempenharam papéis diferentes em cada grupo microbiano e pode ter colaborado
para as mudancas na microbiota da rizosfera observadas nesse trabalho,

favorecendo, inibindo ou modificando sua atividade celular.
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1.4.Conclusdes

A variedade de cana-de-agcucar CTC9001 ndo apresentou mudancas no
seu crescimento e teor de 4gua durante o periodo de estresse hidrico analisado,
confirmando sua resisténcia a baixos teor de agua no solo. No entanto, foram
detectadas diferencas na taxa de exsudacéao radicular dos acidos citrico, isocitrico e
malico pelas raizes dessa variedade nas amostras submetidas a doze dias de
estresse hidrico. A andlise dos dados de metatranscritptoma mostrou que os filos
microbianos que responderam ao estresse hidrico foram, principalmente,
Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes. Também foi possivel observar
funcbes celulares importantes para a colonizagdo e sobrevivéncia dessas bactérias
no ambiente da rizosfera. O estresse hidrico provocou mudangas na composi¢cao e na
atividade microbiana, pincipalmente nas amostras submetidas a oito dias de estresse
hidrico. Nessas condi¢des, os géneros Sorangium, Rhodanobacter, Steroidobacter,
Streptomyces, Haliangium e Mitsuaria dimiuiram sua expressdo génica, sugerindo
uma dimuicéo da interacdo desses géneros com as plantas. Por outro lado, houve
aumento na expressao de transcritos do género Aequorivita (Flavobacteriaceae) nas
amostras submetidas a oito e doze dias de estresse hidrico. Os resultados sugerem
gue além de sobreviver ao de estresse hidrico, esse grupo bacteriano foi capaz de
interagir com as plantas de cana-de-acucar nessa condicdo. Os dados de correlacao
dos transcritos e os acidos organicos (citrico, isocitrico e malico) corroboram esses
resultados, uma vez que o aumento da taxa de exsudacéao radicular desses acidos
nas condicdes de estresse hidrico foi correlacionado de forma positiva com os

membros do género Aequorivita, o que néo foi observado para os demais géneros.
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Funcdes moleculares correlacionadas negativamente (Spearman p<0,05ers < -

0,8) pertencentes ao filo Bacteroidetes.

Funcéo Citrico Isocitrico Malico Taxonomia
G0:0008168-methyltransferase activity -0,82 Aequorivita
G0:0008236-serine-type peptidase activity -0,86 -0,82 Aequorivita
G0:0016021-integral component of membrane  -0,82 -0,86 Aequorivita
YebC putative transcriptional factor -0,93 -0,86 -0,86 Aequorivita
G0:0003677-DNA binding -0,82 Bacteroidetes
G0:0004803-transposase activity -0,89 -0,86 -0,86 Bacteroidetes
K00134-triosephosphate dehydrogenase -0,82 Bacteroidetes
K02358-elongation factor Tu -0,82 -0,89 -0,86 Bacteroidetes
K02871-large subunit ribosomal protein L13 -0,86 -0,82 -0,89 Bacteroidetes
K02963-small subunit ribosomal protein S18 -0,93 -0,96 -0,96 Bacteroidetes
K02986-small subunit ribosomal protein S4 -0,82 -0,86 -0,86 Bacteroidetes
K02867-large subunit ribosomal protein L11 -0,82 Chitinophagaceae
K02935-large subunit ribosomal protein L7/L12 -0,82 Cytophagales
K02992-small subunit ribosomal protein S7 -0,82 Cytophagales
K03076-preprotein translocase subunit SecY -0,82 Cytophagales
Single-copy ribosomal proteins -0,96 -0,89 -0,93 Cytophagales
RNA polymerase bacterial -0,82 -0,86 -0,86 Cytophagales
G0:0003676-nucleic acid binding -0,93 -0,82 -0,86 Flavobacteriaceae
G0:0004519-endonuclease activity -0,86 -0,82 Flavobacteriaceae
GO0:0016757-transferase activity -0,86 -0,82 Flavobacteriaceae
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Funcdes moleculares correlacionadas positivamente (Spearman p < 0,05 e rs > 0,8)

pertencentes ao filo Bacteroidetes.

Funcéo Citrico Isocitrico Malico Taxonomia
G0:0008488-gamma-glutamyl carboxylase activity 0,93 0,86 0,89 Aequorivita
G0:0009055-¢lectron transfer activity 0,96 0,93 1,00 Aequorivita
G0:0051537-2 iron, 2 sulfur cluster binding 0,82 Aequorivita
K00537-arsenate reductase arsC 0,86 Aequorivita
K01992-ABC-2 type transport system permease 0,93 0,86 0,96 Aequorivita
K02259-cytochrome c oxidase assembly subunit 15 0,82 0,93 Aequorivita
K02276-cytochrome c oxidase subunit 111 0,82 Aequorivita
K02429-MFS transporter, L-fucose permease 0,89 Aequorivita
K02495-coproporphyrinogen Il oxidase 0,82 Aequorivita
K02621-topoisomerase IV subunit A 0,89 0,82 0,96 Aequorivita
K03305-proton-dependent oligopeptide transporter 0,93 0,89 0,96 Aequorivita
K03802-cyanophycin synthetase cphA 0,82 0,93 Aequorivita
K09808-lipoprotein-releasing system permease 0,86 Aequorivita
Putative two-domain glycosyltransferase 0,86 Aequorivita
G0:0003676-nucleic acid binding 0,86 0,89 Bacteroidetes
GO0:0016746-transferase activity (acyl groups) 0,89 0,82 0,86 Bacteroidetes
GO0:0016757-transferase activity (glycosyl groups) 0,89 Bacteroidetes
K03088-RNA polymerase sigma-70 factor 0,89 0,96 0,82 Bacteroidetes
K03324-phosphate:Na+ symporter 0,96 0,89 0,93 Bacteroidetes
G0:0004177-aminopeptidase activity 0,96 0,89 0,93 Flavobacteriaceae
G0:0005506-iron ion binding 0,82 Flavobacteriaceae
G0:0016787-hydrolase activity 0,82 Flavobacteriaceae
K00648-3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase Il 0,82 Flavobacteriaceae
K06013-STE24 endopeptidase [EC:3.4.24.84] 0,82 0,86 Flavobacteriaceae
KO07218-nitrous oxidase accessory protein nosD 0,82 Flavobacteriaceae
G0:0004803-transposase activity 0,86 0,84 Aequorivita
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DA VARIEDADE DE CANA-DE-ACUCAR
NA MICROBIOTA DA RIZOSFERA SUBMETIDA AO
ESTRESSE HIDRICO
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2.1. Introducéao

O gendtipo da planta é um dos principais fatores que moldam o microbioma
da rizosfera, porém, os mecanismos exatos pelos quais ocorre a interacao entre as
plantas e 0s micro-organismos ainda continuam desconhecidos. Um fator importante
para essa interacdo planta-microbiota sdo metabdlitos que a planta excreta no solo.
Esses metabdlitos exsudados ndo apenas fornecem uma fonte de energia para as
células microbianas, com também atuam como moléculas sinalizadoras para atrair ou
repelir micro-organismos. Como resultado dessa sinalizac&o, a microbiota associada
a rizosfera pode variar sua composicao funcional e taxondmica entre as diferentes
espécies de plantas ou, ainda, entre variedades da mesma espécie (Badri et al., 2009;
Berg & Smalla, 2009; Bakker et al., 2012, van Dam & Bouwmeester, 2016).

Estudos tém demonstrado interacdes espécie-especificas entre diferentes
plantas e bactérias. Zhang et al. (2014), por exemplo, avaliaram a colonizacdo de
Bacillus amyloliqguefaciens SQR9 (isolado de rizosfera de pepino) e Bacillus subtilis
N11 (isolado de rizosfera de banana) em seus hospedeiros originais e na planta ndo
hospedeira (pepino ou banana). Os resultados indicaram que as bactérias sao
capazes de colonizar de forma mais eficiente a rizosfera da planta da qual foram
isoladas originalmente, principalmente devido a exsudacdo de &cidos organicos
especificos de cada espécie. O acido citrico, por exemplo, foi liberado apenas pelas
plantas de pepino e foram capazes de atrair a bactéria hospedeira B.
amyloliquefaciens SQR9 para sua rizosfera. O acido fumarico, ao contrario, foi
detectado apenas na rizosfera de banana e teve forte correlacdo com a presenca e
formacao de biofilmes por B. subtilis N11.

Variagbes na microbiota da rizosfera também foram observadas entre
diferentes cultivares e variedades de plantas da mesma espécie. Assim sendo,
Mahoney et al. (2017) avaliaram a comunidade bacteriana da rizosfera de nove
cultivares de trigo usando sequenciamento na plataforma lllumina da regido V1-V3 do
gene de rRNA 16S. Os resultados indicaram diferencas significativas na abundancia
de bactérias entre os diferentes cultivares para alguns grupos taxonémicos. Da Costa
et al. (2014) avaliaram a composicéo e a diversidade das comunidades bacterianas
associadas a rizosfera de seis variedades de cana-de-acgUcar, cultivadas no Estado
de Sé&o Paulo, por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) do gene de

rRNA 16S. Os autores observaram uma diferencga entre as variedades na composi¢cao
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bacteriana da comunidade da rizosfera, principalmente pelo enriquecimento da classe
Bacilli e do género Sphingobacteria em algumas variedades. Walters et al. (2018)
avaliaram a microbiota associada a rizosfera de 27 cultivares diferentes de milho
usando sequenciamento da regido V4 do gene de rRNA 16S. Os resultados
mostraram que 143 unidades taxondmicas operacionais (OTUs) tiveram sua
abundéancia regulada significativamente pelo gendtipo da planta, sendo mais
importante que outras variaveis como a idade da planta hospedeira, o tipo de solo e
presenca de diferentes eventos climaticos.

Apesar dos avanc¢os nos estudos da microbiota da rizosfera de cana-de-
acucar, o papel de diferentes variedades na modulacdo dessa comunidade ainda é
pouco explorado. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi comparar a microbiota
associada a rizosfera de duas variedades de cana-de-acUcar em condi¢cdes normais

e sob diferentes condicdes de estresse hidrico.

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Variedades de cana-de-acucar utilizadas

Nesse trabalho, os dados do metatranscriptoma da rizosfera de cana-de-
acucar da variedade CTC9001, resistente a seca (apresentados no Capitulo 1) foram
comparados com os dados obtidos da rizosfera de cana-de-aclcar da variedade
RB855536. Essa variedade foi desenvolvida pela Universidade Federal de Séo Carlos
(UFSCar) em 1995 e foi fornecida pelo Centro de Ciéncias Agrarias dessa mesma
instituicdo, localizado em Araras, S8o Paulo. Essa variedade de cana-de-acucar é
comumente encontrada nas lavouras por apresentar boa produtividade, excelente
brotagcdo de soca, auséncia de florescimento e resisténcia a varias doencas. No
entanto, ela é altamente exigente em relacéo a 4gua, respondendo diretamente a falta
de agua no solo, que compromete a produtividade (RIDESA, 2010; Gava et al., 2011,
Simodes, 2013). Nesse trabalho, as amostras derivadas da rizosfera da variedade
CTC9001 receberdo o nome ‘resistente” (a seca) e as da variedade RB855536

receberdo o nome “sensivel” (a seca).
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2.2.2. Ensaio com cana-de-acUcar submetida ao estresse hidrico

O ensaio de estresse hidrico da variedade sensivel de cana-de-agucar foi
conduzido de forma idéntica ao realizado para a variedade resistente, descrito no
Capitulo 1. Um total de 24 plantas de cana-de-acucar com 100 dias de idade foram
mantidas em casa de vegetacdo com temperatura e fotoperiodo controlados para
adaptacao sob irrigacao duas vezes ao dia, durante duas semanas. As plantas foram,
entdo, submetidas ao estresse hidrico, permanecendo sem irrigacdo, durante um
periodo de dois (amostras S2d), oito (S8d) e doze (S12d) dias (seis plantas por
condicdo). Seis plantas permaneceram com irrigacdo normal (S0d) e foram utilizadas
como condigdo controle. A coleta das amostras da rizosfera, das medidas
morfolégicas das plantas, dos exsudados radiculares e do sequenciamento do

metatranscriptoma também foram obtidas como descrito no Capitulo 1.

2.2.3. Anélise dos dados

O pré-processamento da qualidade e trimagem dos reads foram feitas no
programa NGS QC Toolkit (Patel & Jain, 2012) e visualizados no programa FastQC
toolkit v0.11.5 (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastgc), removendo
aguelas sequéncias com qualidade Phred inferior a 20 e tamanho menor que 70 pb.
A remocdo de sequéncias contaminantes de RNA ribossomal (rRNA) foi feita
utilizando o programa riboPicker (Schmieder et al., 2012) com os parametros default
(80% de identidade de alinhamento e 50% de cobertura de alinhamento) contra o
banco de dados “rnadb”. Apds a filtragem, os arquivos contendo os reads
complementares foram corrigidos com o programa BBtools (http://jgi.doe.gov/data-
and-tools/bbtools/) para que apresentassem o mesmo numero final de reads.

O resultado da montagem de novo da variedade resistente a seca (descrito
no Capitulo 1) foi utilizado como referéncia para o alinhamento dos reads (mMRNA) da
variedade sensivel. O alinhamento foi realizado no programa BWA v0.7.5, utilizando
o algoritmo Bwa-men (Li, 2013). Em seguida, a quantificacdo da abundancia dos reads
para cada transcrito foi realizada no programa Subread v1.5.3, utilizando a opc¢ao
“featureCount” (Liao et al., 2014).
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2.2.4. Analises estatisticas

Os dados do metatranscriptoma da variedade sensivel de cana-de-acgucar
foram submetidos a andlise de expresséo diferencial e enriquecimentos de GO (Gene
Onthology) utilizando os mesmos programas e parametros descritos para a variedade
resistente (NOISeq; Tarazona et al., 2015, topGO; Alexa & Rahnenfuhrer, 2016 e
Revigo; Supek et al., 2011). A separacao dos transcritos por perfil de expressao ao
longo do estresse hidrico foi realizada utilizando o pacote SOM do programa R
(Tamayo et al., 1999; R Development Core Team, 2011). Finalmente, a correlacéo
pareada de Spearman entre os acidos organicos exsudados pelas raizes das plantas
e 0os dados de expressdo dos transcritos diferencialmente expressos foi calculada
usando o programa PAST (Hammer et al.,, 2001). Foram consideradas apenas as
correlagdes significativas (p < 0,05) com valores maiores que 0,8 e menores que -0,8.

Para as analises comparativas entre as duas variedades de cana-de-
acucar, os transcritos que foram encontrados exclusivamente em uma das variedades
estudadas (resistente ou sensivel) e aqueles detectados em seis amostras ou menos
foram removidos das andlises. A remocao desses transcritos com baixa contagem
evita 0 aparecimento de resultados falsos positivos. Os transcritos remanescentes
foram agrupados em diferentes niveis taxonémicos e em subsistemas do SEED
utilizando o programa Megan 6 (Huson et al., 2007). A opgao “compare” no Megan foi
utilizada para a construcdo de uma tabela contendo o valor de expressao dos
transcritos em cada amostra (normalizado pelo tamanho da menor amostra). Os
dados foram analisados no programa Stamp (Parks, 2014) para a realizacdo da
andlise estatistica baseada na variedade da planta em condigcbes normais e de
estresse hidrico. A comparacéo foi feita utilizando o teste de Welch, com intervalo de
0,95 e teste de correcdo de Storey, para controlar os resultados falsos positivos. Além
disso, os dados foram submetidos a analise de variancia PERMANOVA (p < 0,05) do

programa Primer+Permanova v1.0.1 (Primer-E Ltda).
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2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Monitoramento do crescimento das plantas de cana-de-aglicar RB855536

As plantas de cana-de-aclUcar da variedade sensivel foram analisadas
guanto ao seu crescimento e teor de agua quando submetidas a diferentes tempos de
estresse hidrico. A Tabela 2.1 mostra os valores médios das medidas realizadas e 0s
valores da analise estatistica.

A variedade sensivel a seca mostrou um padrdo de crescimento bastante
heterogéneo em condicbes de casa de vegetacdo, apresentando plantas com
diferentes tamanhos independente do tratamento submetido (irrigado ou com estresse
hidrico). Portanto, nos paréametros de crescimento, foi possivel observar uma
diferenca significativa entre as amostras para algumas medidas (altura, matéria seca
da parte aérea e da raiz), mas que nao foram diretamente relacionadas com o tempo
de estresse hidrico. O crescimento em vaso e/ou a variabilidade natural dessa
variedade podem ter sido responsaveis por esses resultados. Assim sendo, nao foi
possivel obter respostas claras do crescimento da planta a medida que o tempo de

estresse hidrico aumenta.



Tabela 2.1. Valores médios e desvio padrdao de crescimento das plantas de cana-de-acucar RB855536 submetidas a diferentes

tempos de estresse hidrico e resultados da analise de variancia (ANOVA).

Medidas Sod Sad S8d Sl2d F Valor de P
Altura (cm) 129,15 (£ 8,95) 125,82 (+ 11,70) 143,75 (+ 10,74) 136,65 (+ 14,26) 7,38 Ae-4*
Largura da folha +1 (cm) 1,48 (+ 0,27) 1,30 (+ 0,09) 1,43 (+ 0,19) 1,38 (+0,10) 1,86 0,17
Comprimento da folha +1 (cm) 52,03 (+7,88) 52,70 (+5,20) 54,50 (+ 2,98) 46,4 (+3,89) 2,63 0,09
Matéria seca - parte aérea (%) 13,58 (£ 0,27) 15,08 (+ 1,02) 17,39 (£ 1,05) 19,67 (+0,69) 22,44 0,03*
Matéria seca - raiz (%) 4,02 (+ 3,85) 7,03 (£ 0,97) 9,25 (+ 2,53) 10,05 (+ 0,97) 10,09 2e-4*
Teor de agua - parte aérea (%) 86,42 (£ 0,27) 84,01 (£ 1,02) 81,69 (£ 1,11) 80,23 (£ 0,47) 43,67 9e-4*
Teor de agua - raiz (%) 95,98 (+ 1,96) 92,41 (+0,99) 90,75 (+2,53) 89,95 (+0,94) 13,80 3e-4*
CRA! (%) 87,97 (+ 1,41) 76,88 (+5,22) 79,40 (+1,23) 81,32 (+2,08) 10,30 le-3*

1: Conteido Relativo de Agua (folha)

* Significancia estatistica a 5%
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Os parametros associados a quantidade de agua na folha (CRA) e nas
partes aérea e raiz, ndo dependem do tamanho da planta e podem indicar uma
desidratacdo causada pela menor quantidade de &gua disponivel no solo. Dessa
forma, os teores de &gua da variedade sensivel apresentaram valores
significativamente maiores nas amostras irrigadas (S0d) em relacdo as amostras

submetidas a oito ou doze dias de estresse hidrico (Figura 2.1).
100

b

$
95 b
‘T» m Teor de agua
2 parte aérea
a
b b B Teor de 4gua raiz
b X ) T
I OCRA
70
sod S2d S8d

Sl2d

©
o

-

4

Teor de 4gua (%)
(@) (o)
o ()]

~
a1

Amostra

Figura 2.1. Teores de &gua da variedade de cana-de-acucar RB855536. CRA:
contetdo relativo de &gua (folha). Letras diferentes correspondem a diferenca

significativa a 5% (teste Tukey).

Um teor elevado de agua, préxima a saturacdo, € essencial para o bom
funcionamento das células. Quando ocorre uma diminuicdo desse teor, a planta pode
vir a atingir a murcha permanente e, no caso de variedades agricolas, prejudicar sua
producdo mesmo em casos onde a desidratacdo € mais branda (Guimarédes & Stone,
2008). A variedade de cana-de-acucar RB855536 € conhecida por sua grande
exigéncia de agua para sua sobrevivéncia, crescimento e producdo (Daros, 2010;
Simdes, 2013). Dessa forma, um curto periodo de estresse hidrico foi capaz de
diminuir significativamente seu teor de agua em todos os compartimentos avaliados
(folha, parte aérea e raiz). Os dados diferem dos resultados obtidos para a variedade

resistente a seca CTC9001 a qual manteve seu teor de agua praticamente constante
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durante todo experimento. E possivel concluir que o estresse hidrico causou respostas
diferentes nas duas variedades estudadas. Essas diferencas podem refletir direta ou
indiretamente na comunidade microbiana da rizosfera, principalmente através da

liberacdo dos exsudados radiculares liberados no solo pelas plantas.

2.3.2. Composicao dos exsudatos radiculares da variedade de cana-de-acucar

RB855536 e comparagdo com a variedade de cana-de-agcucar CTC9001

Muitos estudos vém reportando a influéncia das diferentes variedades de
cana-de-acucar na composicdo da microbiota associada a rizosfera (Costa et al.;
2014; Dong et al., 2018; Hamonts et al., 2018). No entanto, esses trabalhos n&o
exploram as diferencas qualitativas e quantitativas dos exsudados radiculares entre
as variedades, o que impossibilita determinar seu papel na modulacdo da comunidade
microbiana. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou as diferencas nas taxas de
exsudacdo dos acidos organicos entre as duas variedades de cana-de-agucar
(resistente e sensivel a seca). A Tabela 2.2 mostra a taxa de exsudac¢do radicular dos
acidos organicos das duas variedades de cana-de-acucar estudadas, em condi¢des
normais de irrigacao.

Na condicdo controle, foi possivel observar diferencas na taxa de
exsudacao dos acidos organicos entre as variedades de cana-de-agUcar avaliadas.
De modo geral, a quantidade de acidos organicos exsudados pela variedade de cana-
de-acucar resistente foi maior do que as taxas encontradas para a variedade sensivel.
Para os &cidos citrico e succinico, a taxa de exsudacdao foi significativamente maior
na variedade resistente. O acido malénico, por sua vez, foi detectado apenas na
variedade sensivel de cana-de-acucar. Embora todas as plantas produzam exsudatos
radiculares, a quantidade e a composi¢cao desses compostos podem variar de acordo
com o genotipo da planta (Sasse et al., 2018). Dessa forma, uma diferenca natural
dos padrbes de exsudacédo entre as duas variedades de cana-de-acucar estudadas
era esperada, mesmo nas condi¢cdes normais de irrigacdo. Uma vez que os demais
fatores que poderiam influenciar a taxa de exsudacéo (tipo de solo, idade da planta,
etc) foram as mesmas para as duas variedades, as diferengas observadas podem ser

atribuidas, em grande parte, ao gendtipo da planta presente no solo.
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Tabela 2.2. Valores médios, desvio padrédo e analise de variancia (Kruskal-Wallis, p <
0,05) da taxa de exsudacdo dos acidos organicos pelas raizes de cana-de-acucar
CTC9001 (resistente a seca) e RB855536 (sensivel a seca) nas amostras controle
(irrigadas). Os valores s&o expressos em [g.g de raizt.min.

Variedade
Acido organico Resistente Sensivel Chi?2  Valor de P
Citrico 6,56 (x 1,95) 3,41 (£ 0,95) 5,33 0,02*
Isocitrico 0,37 (+ 0,06) 0,31 (¢ 0,14) 0,05 0,83
Latico! 0,87 (x 0,07) 0,62 (+ 0,33) ND ND
Maleico-Fumérico 0,49 (x 0,10) 0,19 (£ 0,26) 2,08 0,15
Malico 9,39 (+ 1,39) 7,91 (x 6,19) 0,75 0,39
Succinico 1,22 (£ 0,08) 0,23 (£ 0,16) 5,33 0,02*
Maldnico ND 0,61 (+ 0,75) ND ND

1 Andlise estatistica néo realizada (n < 3)
ND: néo determinado
* SignificAncia estatistica a 5%

Uma maior atividade radicular das plantas, refletida pela taxa maior de
exsudacdo, pode resultar em maior absorcdo de nutrientes e agua do solo, o que
aumenta o conteudo de agua na planta (Gu et al., 2013). Dessa forma, a maior
quantidade de acidos orgéanicos liberados pelas raizes da variedade de cana-de-
acucar resistente (principalmente dos &cidos succinico e citrico) pode ser uma das
caracteristicas responsavel pela sua tolerancia a seca.

O acido malbnico € um acido organico comumente exsudado por diferentes
plantas como trigo (Cieslinski et al., 1997), grédo de bico (Cawthray, 2003), Lupinus
albus (Mimmo et al., 2008) e Kennedia sp. (Ryan et al., 2012). Martins et al. (2013),
avaliaram o efeito do aluminio do solo na exsudacéo de acidos organicos pelas raizes
de plantas de Plantago almogravensis, uma espécie conhecida por sua capacidade
de acumular aluminio e usada em processos de fitorremediacdo. Os resultados
mostraram que a presenca do metal no solo induziu a liberagdo de acido maldnico
pelas raizes de P. almogravensis, sugerindo a importancia desse composto no
processo de absorgdo de aluminio pelas plantas. Em cana-de-agucar, no entanto, o

efeito da liberacdo desse acido organico na rizosfera ainda ndo € conhecido.
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Além das diferencas nas taxas de exsudacao dos acidos organicos para as
duas variedades de cana-de-acucar em condi¢cdes controle, também foram
observadas diferencas nos perfis de exsudagéo desses compostos quando as plantas
foram submetidas aos diferentes tratamentos de estresse hidrico. A Tabela 2.3 mostra
a composicao e a taxa de exsudacao radicular dos acidos organicos da variedade de
cana-de-acucar sensivel a seca. A Figura 2.2 mostra a variacdo dessas taxas de
exsudacdo da variedade sensivel de cana-de-aclcar para 0s acidos que
apresentaram diferenga significativa entre as amostras controle e as amostras sob

estresse hidrico.



Tabela 2.3. Valores médios e desvio padréo da taxa de exsudacéo dos acidos organicos pelas raizes de cana-de-acucar RB855536.

Os valores sdo expressos em pg.g de raizt.min.

Acido organico Sod s2d S8d S12 Chi? Valor de P
Citrico 3,41 (+0,95) 3,26 (+0,50) 4,62 (+2,33) 1,13 (z0,61) 0,13 0,018*
Isocitrico 0,31 (+0,14) 0,27 (+0,11) 0,44 (+0,14) 0,13 (+ 0,07) 7,23 0,065
Latico 0,62 (+0,33) 19,78 (+9,75) 3,37 (+5,10) 0,32 (x0,37) 10,77 0,013*
Maleico-Fumarico 0,19 (+ 0,26) 0,10 (+0,01) 0,06 (+0,05) 0,03 ( 0,01) 6,78 0,079
Malico 7,91 (+6,19) 3,96 (+1,60) 3,69 (£2,07) 2,07 (x1,71) 7,96 0,036*
Maldnico 0,61(+0,75) 0,23 (+0,86) 0,22 (+0,05) 0,15 ( 0,42) 1,04 0,593
Succinico 0,23(+0,16) 0,34 (+0,07) 0,20 (+0,09) 0,07 ( 0,04) 9,50 0,023*

*Significancia estatistica a 5%
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Figura 2.2. Média da taxa de exsudacéo do &cido citrico (A), latico (B), malico (C) e
succinico (D) nas raizes de cana-de-acucar RB855536 que apresentaram diferencas

significativas (Mann-Whitney, p < 0,05) entre os diferentes tempos de estresse hidrico.

Os acidos citrico e malico apresentaram diferenca significativa entre as
amostras controle e nas amostras submetidas a 12 dias de estresse hidrico, tanto para
a variedade sensivel (Figura 2.2 A e D) quanto para a variedade resistente (Capitulo
1). No entanto, as taxas de exsudacao apresentaram padrdes opostos entre as duas
variedades. Na cana-de-agucar resistente a seca, a exsudacdo dos acidos organicos
foi maior com 12 dias de estresse hidrico enquanto que, na variedade sensivel, essa
taxa foi menor em relacdo a condicao controle. Um aumento nas taxas de exsudacéo
nas condi¢des de estresse hidrico ja foi reportado em espécies de plantas resistentes
a seca (Song et al., 2012; Hooper et al., 2015), funcionando como estratégia para
sobrevivéncia nessas condi¢cbes. Os resultados desse trabalho sugerem que esta
estratégia também pode estar sendo utilizada pela variedade de cana-de-agucar
CTC9001.
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Os acidos succinico e latico apresentaram perfil de exsudacéao diferente
apenas para a variedade sensivel. Nessa variedade, a exsudacao do acido succinico
diminuiu nas amostras submetidas a 12 dias de estresse hidrico, enquanto que, o
acido latico foi exsudado em maior quantidade quando as plantas foram submetidas
a dois dias de estresse hidrico. Esses resultados evidenciam a diferenca no
comportamento das diferentes variedades de plantas quando submetidas ao estresse.
Todas essas diferencas observadas entre as duas variedades de cana-de-agucar
podem influenciar a comunidade microbiana da rizosfera.

A influéncia do gendtipo da planta na modulagdo da comunidade
microbiana através da variagdo na composicdo dos exsudados radiculares ja foi
sugerido por Micallef et al. (2009) para Arabidopsis thaliana. Nesse trabalho, a
comunidade microbiana da rizosfera de oito ecoétipos de A. thaliana foram avaliados
guanto a composicdo taxondmica com base no gene de rRNA 16S e da regido
espacadora intergénica entre as subunidades 16S e 23S do gene de rRNA. Os
resultados mostraram que a composicdo da microbiota da rizosfera foi
significativamente diferente entre todos os ecétipos. Além disso, foi reportado uma
variacdo natural nos padrdes dos exsudados radiculares entre as plantas, sugerindo
que as diferencas nos exsudados poderiam estar influenciando as bactérias da
rizosfera.

Os dados de exsudacédo dos acidos organicos foram correlacionados com
os dados do metatranscriptoma da rizosfera da variedade sensivel de cana-de-agucar
para avaliar o efeito desses acidos na atividade das bactérias da rizosfera durante o

estresse hidrico. Os resultados sdo apresentados na sessdo 2.3.5 desse capitulo.

2.3.3. Dados do sequenciamento do metatranscriptoma darizosferade cana-de-
acucar RB855536

Para a analise do metatranscriptoma da rizosfera da cana-de-acucar
RB855536, um total de oito bibliotecas foi sequenciado, conforme mostra a Tabela
2.4,
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Tabela 2.4. Dados do sequenciamento do metatranscriptoma das amostras da rizosfera de cana-de-acucar RB855536. Os dados

de sequencias sao apresentados em pares de reads (PR).

Numero PR Numero PR % PR Numero % mapeamento
Amostra inicial trimados trimados rRNA % rRNA PR final (contigs)

S0d-1 19.699.876 18.202.225 92,40 15.191.312 83,46 3.010.913 41,90
S0d-2 15.884.051 14.627.126 92,09 12.533.994 85,69 2.093.132 44,30
S2d-1 19.257.483 17.638.958 91,60 14.466.289 82,01 3.172.669 44,60
S2d-2 18.297.911 16.713.574 91,34 13.566.116 81,17 3.147.458 48,70
S8d-1 20.415.352 18.714.281 91,67 16.001.784 85,51 2.712.499 44,10
S8d-2 16.340.047 14.930.985 91,38 12.695.067 85,02 2.235.918 44,30
S12d-1 134.691.552 122.730.510 91,12 109.847.298 89,50 12.883.212 44,30
S12d-2 2.550.742 1.955.401 76,66 1.555.137 79,53 400.264 24,10
Total 247.137.014 225.513.060 91,25 195.856.997 86,85 29.656.065 42,04
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O sequenciamento da biblioteca da variedade de cana-de-acucar sensivel
a seca apresentou aproximadamente 247 milhdes de pares de reads brutos. Uma das
amostras submetida a 12 dias de estresse hidrico (S12-2) apresentou uma baixa
guantidade de reads iniciais, 0 que resultou em uma quantidade final de sequéncias
muito baixa em relacdo as demais amostras. Dessa forma, essa amostra foi
descartada e ndo foi utilizada nas etapas posteriores. As demais amostras
apresentaram boa qualidade nos dados do sequenciamento (91,1 a 92,4% dos reads
mantidos apos a filtragem). A porcentagem de RNA ribossomal (rRNA) variou de 81,2
a 89,5% entre as amostras, resultando num total aproximado de 29,6 milhdes de reads
de RNA final (MRNA). A propor¢cdo de reads mapeados nos contigs (previamente
montandos a partir das amostras da variedade resistente) variou de 44,3 a 48,7%. O
programa FragGeneScan (Rho et al., 2010) detectou 303.069 transcritos totais.

Um total de 298.726 (98,6%) dos transcritos encontrados para a variedade
sensivel de cana-de-acucar foi anotado em algum nivel taxondmico, enquanto que
253.031 (83,5%) foram anotados em algum nivel de subsistemas do SEED. A
anotagdo taxondmica e funcional do mRNA da microbiota associada a rizosfera de
cana-de-acucar da variedade sensivel é apresentada nos anexos | e |l
respectivamente. De modo geral, a comunidade microbiana que respondeu ao
estresse hidrico na rizosfera da variedade sensivel de cana-de-acucar foi composta
principalmente por bactérias e eucariotos ndo identificados (média de 18,5% e 20,4%
dos transcritos, respectivamente). Entre os transcritos anotados, os filos mais
abundantes foram Proteobacteria (21,8%) e fungos do filo Ascomycota (6,1%). Além
disso, a anotacao taxonémica ndo apresentou grandes varia¢des ao longo do estresse
hidrico. As categorias funcionais mais abundantes foram as categorias né&o
classificadas (16,3%), metabolismo de proteinas (16,1%) e viruléncia (10,8%).

A analise de expressao diferencial de todos o0s possiveis pares de
amostras, obtidos pela analise estatistica do NOISeq, obteve um total de 12.301
transcritos diferencialmente expressos em pelo menos um dos tratamentos de
estresse hidrico avaliado. Foi possivel observar que a maioria dos transcritos
apresentou um aumento na expressao (up regulated) a medida que o tempo de
estresse hidrico aumentava (anexo lll). Esses dados diferem daqueles obtidos para a
variedade resistente de cana-de-aclucar, em que a maioria dos transcritos
apresentaram diminuicdo da expressao (down regulated) a medida que o estresse

hidrico aumentava.
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Os transcritos com expressao diferencial da variedade sensivel também
foram analisados pelo programa SOM e agrupados com base em seu perfil de
expressdo ao longo de todo o tempo de estresse hidrico (anexo V). Entre 0os nove
grupos de transcritos gerados pelo programa SOM, quatro deles apresentaram
valores de expressdo praticamente constantes até oito dias de estresse hidrico,
seguido de um aumento na expressao aos doze dias de tratamento (n = 384, 3.155,
214 e 2.881). Outros dois grupos de transcritos apresentaram aumento gradual da
expressdo ao longo do estresse hidrico (n = 752 e 1.922). Esses transcritos foram
associados principalmente a proteinas de ligacdo ao DNA e proteinas ribossomais.
Os géneros mais abundantes nesse grupo de transcritos foram Rhodanobacter,
Streptomyces, Devosia, Mesorhizobium, Nocardioides e Gemmatimonas.

Alguns transcritos (n = 1.879) apresentaram um aumento da expressao nas
amostras submetidas a dois dias de estresse hidrico em relacdo a amostra controle,
permanecendo com valores de expressdo mais elevados ao longo de todo o
tratamento de estresse hidrico. Esses transcritos foram anotados como proteinas de
atividade motora e de ligacdo a outras proteinas mal dobradas. Os géneros mais
abundantes desse grupo foram Streptomyces e Aequorivita. Finalmente, um grupo de
transcritos (n = 1101) apresentou queda na expressdo em dois e oito dias de estresse
hidrico, seguido de um aumento aos doze dias de tratamento. Esses transcritos foram
associados a proteinas ribossomais e aos géneros Staphylococcus e Nitrososphaera.

Nenhum grupo de transcritos da variedade resistente de cana-de-agucar
(Capitulo 1) apresentou perfil de expressao semelhantes a esses grupos observados
para a variedade sensivel, indicando que a microbiota associada a rizosfera responde
de forma distinta nas duas variedades. Essa diferenca pode ser observada, inclusive,
nos géneros que apresentaram maior abundéancia na rizosfera das duas variedades.
Uma anélise mais detalhada da diferenga na abundancia taxondmica e funcional, além
do perfil de expressao dos transcritos durante o tratamento de estresse hidrico entre

as duas variedades é apresentado nas proximas sessoes.
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2.3.4. Efeito da variedade de cana-de-aclcar na anotacdo taxondmica da
microbiota metabolicamente ativa associada a rizosfera em diferentes

condi¢cdes de estresse hidrico

A diferenca na anotacdo taxondémica da comunidade microbiana da
rizosfera das duas variedades de cana-de-acUcar foi determinada pelo teste
estatistico PERMANOVA (p < 0,05) e pela andlise de componentes principais do
programa STAMP (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Analise de componentes principais (PCA) baseado na composicdo
taxondmica da rizosfera das variedades de cana-de-acucar CTC9001 (resistente ao
estresse hidrico) e RB855536 (sensivel ao estresse hidrico) submetidas ao estresse
hidrico. O resultado da analise de PERMANOVA para as diferentes variedades e a
presenca do estresse € mostrado no canto superior direito da Figura. PC1: primeiro

componente, PC2: segundo componente.
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Os resultados indicaram uma influéncia da variedade da cana-de-acglcar
na composicdo da microbiota da rizosfera que respondeu ao estresse hidrico (F =
12,8; p = 0,002). Apenas uma amostra da variedade sensivel (S12-1) apresentou
composi¢cdo similar as amostras da variedade resistente. Uma vez observada a
diferenca na comunidade bacteriana da rizosfera entre as duas variedades de cana-
de-acucar, a analise estatistica de Welch foi usada para mostrar quais foram os grupos

taxondmicos que mais contribuiram para esse resultado (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Diferencas significativas nas comunidades microbianas ao nivel de género
entre as variedades de cana-de-acucar CTC9001 (resistente) e RB855536 (sensivel).
Nome de taxa entre parénteses indicam anotacdo taxondmica em outros niveis

(familia, ordem, classe, filo ou reino).

A rizosfera da cana-de-acucar resistente apresentou maior abundancia na
expressdo de transcritos associados aos géneros Actinomadura, Rhodanobacter (e
sua familia, Rhodanobacteraceae), Sorangium e Streptomyces. Na andlise do
metatranscriptoma da variedade resistente (Capitulo 1), esses quatro géneros foram
associados a atividades importantes para a colonizacdo da rizosfera como o0s
sistemas de secrecéo do tipo Ill, montagem de flagelos e degradacédo de compostos
complexos. Além disso, essas bactérias foram mais abundantes nas amostras
submetidas ao estresse hidrico e estavam associados a mecanismos de protecao

contra estresse, como sintese de peptidoglicano e sintese de glutamato, indicando a
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capacidade desses géneros em sobreviver na rizosfera mesmo em condicbes de
seca.

Os géneros Mesorhizobium, Castellaniella e Lysobacter também foram
mais abundantes na rizosfera da variedade resistente. Mesorhizobium é conhecido
pela capacidade de formar nddulos nas raizes de algumas leguminosas para fixar
nitrogénio atmosférico, mas também foi reportado na forma livre na rizosfera de outras
plantas, incluindo cana-de-agucar (Jarvis et al., 1997; Pisa et al., 2011; Nguyen et al.,
2015). Além da fixacdo de nitrogénio, bactérias desse género também excretam
aminoéacidos para a rizosfera como glicina, prolina, leucina, entre outros. A liberacdo
desses aminoacidos pelas bactérias pode ser uma vantagem na competicdo por
nodulacdo (no caso de leguminosas) e colonizacdo das raizes (Salmeron-Lopez et al.,
2004; Gonzalez-Lopez et al., 2005). Castellaniella foi isolada em rizosfera de
Medicago truncatula sob estresse salino (Yaish et al., 2016) e em solos de colheita de
cana-de-acucar e trigo (Chandra & Chandra, 2017). No entanto, ainda ndo se sabe
seu papel na microbiota nesses ambientes.

O género Lysobacter também foi mais abundante na rizosfera da variedade
resistente de cana-de-acUcar. Esse género € composto por 16 espécies tipicamente
encontradas em solos e habitats aquaticos e é conhecido principalmente por sua
atividade litica e producdo de antimicrobianos. Varias espécies de Lysobacter
apresentam atividade litica e micropredat6ria sobre bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, algas, leveduras, fungos filamentosos e nematoides devido a producédo de
enzimas como quitinase, glucanase e protease, capazes de degradar os principais
componentes da parede celular. Além disso, muitos compostos antimicrobianos como
lactamas, penicilina, estreptomicina, neomicina e tetraciclina sao produzidos por esse
género. A capacidade de atacar micro-organismos e liberar metabdlitos secundarios
com atividade antibidtica faz do género Lysobacter uma fonte de agentes de
biocontrole contra doencgas fitopatogénicas (Hayward et al., 2010; Puopolo et al.,
2017). Nesse sentido, Puopolo et al. (2014) avaliaram a capacidade da bactéria
Lysobacter capsici AZ78 em controlar o crescimento de Plasmopara viticola, um fungo
patégeno de videiras. Os resultados mostraram que a inoculacdo da bactéria reduziu
a incidéncia da doenca de maneira similar ao tratamento com fungicida. Rosenzweig
et al. (2012) relataram uma correlacao positiva entre a abundancia de Lysobacter sp.
(detectado por sequenciamento do gene de rRNA 16S) e a supresséo de uma doenca

em batata, causada pela bactéria Streptomyces sp. A variedade resistente de cana-
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de-acucar, além de apresentar resisténcia ao estresse hidrico, aparenta criar
condicbes mais favoraveis para a atividade de bactérias comumente envolvidas em
interacdes benéficas com plantas, o que pode ser uma vantagem adicional para a
sobrevivéncia dessa variedade em condi¢gbes adversas.

A maioria das bactérias com maior abundancia na variedade sensivel a
seca ndo pbde ser classificada a nivel de género, o que dificulta o estudo de
associacfes mais detalhadas com essa variedade. Ao nivel de familia, os grupos
bacterianos mais abundantes foram Chitinophagaceae e Nocardioidaceae. Essas
duas familias sdo comumente encontradas na rizosfera de diferentes variedades de
cana-de-acucar (Omori et al., 2016; Souza et al., 2016; Yeoh et al., 2016; Dong et al.,
2018). No entanto, o papel dessas familias na microbiota da rizosfera da cana-de-
acucar é desconhecido.

O perfil taxonémico das duas variedades de cana-de-acucar também foi
avaliado separadamente nas condi¢cdes normais (amostras controle RO e S0) e sob
estresse hidrico (amostras submetidas a dois, oito e 12 dias de estresse). Os
resultados sé&o apresentados na Figura 2.5.
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Figura 2.5. Diferencas significativas nas comunidades microbianas ao nivel de género
entre as variedades de cana-de-acucar CTC9001 (resistente) e RB855536 (sensivel)
em condi¢cdes normais (A) e sob estresse hidrico (B). Nome de taxa entre parénteses

indicam anotacao taxondmica em outros niveis (familia, ordem, classe, filo ou reino).

Nas amostras irrigadas, apenas dois grupos bacterianos
(Xanthobacteraceae e Sorangium) apresentaram diferenca significativa entre as
diferentes variedades de cana-de-acucar (Figura 2.5A). Ambos 0s grupos bacterianos
apresentaram maior abundancia de reads na rizosfera da variedade resistente. O fato
das plantas crescerem no mesmo tipo de solo pode ter contribuido para que a rizosfera
das duas variedades apresentasse composi¢cao similar, uma vez que o solo atua como
fonte primaria de bactérias as quais colonizardo a rizosfera (Berg & Smalla, 2009; de
Souza et al., 2016; Nicolitch et al., 2016). Por outro lado, quando as plantas foram
submetidas ao estresse hidrico, foi possivel observar que a composi¢éo da microbiota
ativa das duas variedades apresentou uma maior variacao entre si, em comparacao
com a condicdo controle (Figura 2.5B). A variedade resistente apresentou maior

abundéancia de reads de bactérias conhecidas por sua resisténcia ao estresse como
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as pertencentes ao filo Actinobacteria e aos seus géneros, Actinomadura e
Streptomyces (Kampfer et al., 2014; Mohammadipanah & JoachimWink, 2016). Na
rizosfera da variedade sensivel, foi possivel observar um aumento na abundancia de
reads relacionados a Proteobacteria (incluindo as classes Alpha, Beta e
Gammaproteobacteria), Eucariotos néo identificados e as ordens Cytophagales e
Rhizobiales. Membros da ordem Cytophagales sdo comuns em solos e em material
de plantas em decomposi¢cdo uma vez que séo capazes de degradar celulose, quitina
e outros compostos. Portanto, essas bactérias possuem papel importante na ciclagem
de nutrientes no solo (Reichenbach, 2006). A ordem Rhizobiales é conhecida por se
associar de forma benéfica com diferentes plantas, fixando nitrogénio, fornecendo
nutrientes ou produzindo fito-hormonios (Erlacher et al., 2015).

Esses resultados sugerem que a microbiota metabolicamente ativa da
rizosfera das duas variedades de cana-de-agUcar possui composi¢cao similar em
condicbes normais de irrigacdo, pelo menos durante os estagios iniciais de
desenvolvimento da planta avaliados nesse experimento. No entanto a comunidade
microbiana apresentou mudangas na composi¢cdo de alguns grupos taxondémicos
guando as plantas foram submetidas ao estresse hidrico. Essas alteracdes na
microbiota podem ser explicadas pelo fato das duas variedades de cana-de-acucar
apresentem respostas diferentes quando submetidas a condi¢des de estresse hidrico
(baseado nos resultados de conteudo de 4gua na planta e composi¢cao dos acidos
organicos exsudados pelas raizes).

2.3.5. Efeito da variedade de cana-de-aclUcar na composicdo funcional da
microbiota metabolicamente ativa associada a rizosfera em diferentes

condicOes de estresse hidrico

A andlise estatistica PERMANOVA (p < 0,05), baseada na anotagdo em
subsistemas do SEED, revelou uma diferenca na anotacdo funcional entre as
variedades de cana-de-acucar avaliadas (F = 9,97; p = 0,006). Esse resultado foi
semelhante ao encontrado para os dados taxon6micos. A comparagdo entre as
variedades de cana-de-agucar realizado pelo teste de Welch revelou um total de 496
subsistemas com diferenca significativa. Por isso, os resultados foram filtrados
baseado na diferenca entre as propor¢des (> 0,2), mostrando as fun¢gées com maior

variacéo (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Diferencas significativas das categorias funcionais do nivel dois do SEED

entre as variedades de cana-de-acucar CTC9001 (resistente) e RB855536 (sensivel).

Apenas categorias com diferenca entre proporc¢des > 0,2 sdo mostradas.

As funcdes associadas a biossintese de biotina e de peptidoglicano
apresentaram maior abundéancia de reads nas amostras da rizosfera da variedade
resistente de cana-de-acucar. A biotina (ou vitamina B7) € um importante cofator de
varias carboxilases envolvidas na biossintese de acidos graxos, gliconeogénese e
metabolismo de amino&cidos. As plantas sao capazes de liberar biotina a partir das
raizes podendo, entao, ser utilizada pelos micro-organismos na rizosfera. No entanto,
a quantidade de biotina liberada pela planta é frequentemente insuficiente para a
microbiota, 0 que torna a capacidade de sintetizar essa vitamina uma vantagem
seletiva para os micro-organismos (Streit & Entcheva, 2003; Vranova et al., 2013).
Além disso, Streit et al. (1996) demonstraram que a producédo de biotina pela bactéria
Rhizobium meliloti 1021, juntamente com a biotina liberada pelas raizes de alfafa,
contribuiram para uma colonizacéo efetiva da bactéria nas raizes dessas plantas. A
sintese de peptidoglicano, por sua vez, pode estar envolvida no crescimento e
tolerancia a estresse em bactérias, uma vez que ele € o principal componente da
parede celular desses organismos (Schimel et al., 2007; Radkov et al., 2018). Nota-
se, portanto, que a microbiota da rizosfera da variedade resistente de cana-de-agucar
apresentou maior abundancia de reads importantes para a adaptacdo celular em
ambientes restritivos, o que pode contribuir para a sobrevivéncia desses micro-

organismos durante o estresse hidrico.
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A maioria das fun¢cdes com maior abundéancia de reads na variedade
sensivel de cana-de-acucar foi associada a proteinas envolvidas em diferentes etapas
de transcricdo e traducdo. Além disso, duas fun¢des envolvidas na degradacdo de
proteinas (proteolysis in bacteria e proteasome bacteria) e uma envolvida a ilhas de
patogenicidade (staphylococcal pathogenicity islands SaPl) também foram
encontradas. O proteassoma € um complexo proteico onde se realiza a protedlise, ou
seja, a quebra de proteinas pela célula. Além da remocao de proteinas mal dobradas
ou danificadas, a protedlise também pode desempenhar papel importante na resposta
a mudancas ambientais e estresse intracelular (Konovalova et al., 2014; Becker &
Darwin, 2016). As llhas de patogenicidade de Staphylococcus aureus (SaPls), por sua
vez, sdo uma grande familia de ilhas de patogenicidade encontradas inicialmente em
S. aureus (motivo pelo qual receberam esse nome). No entanto essa familia também
foi encontrada em outras bactérias Gram-positivas e séo relacionadas a fagos moveis.
Essas ilhas possuem genes responsaveis pela infec¢cdo da bactéria em animais e
plantas (Ruzin et al., 2001). Dessa forma, € possivel observar que a microbiota da
rizosfera da variedade sensivel de cana-de-acucar apresentou maior abundancia de
reads responsaveis por regular a expressao génica em todos os niveis (DNA, RNA e
proteinas). Além disso, a presenca das ilhas de patogenicidade sugere que a
microbiota da rizosfera também apresentou maior abundancia de reads associados a
viruléncia, em relacéo a variedade resistente.

O perfil funcional das duas variedades de cana-de-acucar também foi
avaliado separadamente nas condicdes irrigadas (amostras controle RO e S0) e sob
estresse hidrico (amostras submetidas a dois, oito e 12 dias de estresse). Quando a
composicdo funcional da microbiota foi avaliada apenas nas condigbes controle,
nenhum resultado significativo foi encontrado. Isso indica que todas as mudancas
funcionais (baseado na abundancia de reads) reportadas nesse trabalho para a
microbiota da rizosfera ocorreram quando as plantas estavam sob o estresse hidrico.
Essa suposicao foi confirmada ao comparar a composicéo funcional da rizosfera das
variedades de cana-de-acgucar sensivel e resistente em condicdes de estresse. Nesse
caso, 0s mesmos subsistemas funcionais do SEED reportados na Figura 2.6 foram
encontrados. Esses resultados sugerem que, assim como observado na anotacéo
taxondmica, a microbiota da rizosfera das duas variedades é semelhante em
condicbes normais de irrigacdo. Em condicbes de estresse hidrico, no entanto, a

microbiota das duas variedades responde de forma distintas.
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Para entender a resposta da comunidade bacteriana na variedade sensivel
de cana-de-aclucar durante o estresse hidrico, 0s transcritos com expressao
diferencial significativa (determinada pelo programa NOISeq, anexo IllI) foram
submetidos a analise de enriqguecimento de GO. A Figura 2.7 mostra o resultado da
analise de enriquecimento para 0s transcritos com expressdo diferencial na
comparacao entre a condicdo controle e o tratamento com dois dias de estresse
hidrico. Nessa condicéo, os transcritos apresentaram uma diminui¢&o significativa na
expressdo de genes relacionados a proteinas essenciais para o funcionamento
celular. Muitas dessas funcfes sdo importantes em etapas de fermentacao (atividade
da metilmalonil-CoA carboxiltransferase), sintese de clorofila e bacterioclorofila
(atividade da glutamil-tRNA redutase), sintese de aminoéacidos (atividade da 3-
desidroquinato e ligacdo a proteinas ndo dobradas) e fungbes celulares basais
(atividade de ATPase de transporte de proétons, atividade de NAD+ sintase e ligacao
de ATP), indicando uma diminui¢do da atividade bacteriana nas amostras submetidas
a dois dias de estresse hidrico (Hoffmann et al., 1989; Herrmann, 1995; Bellinzoni et
al., 2002; Schauer et al., 2002; Dias et al., 2011). Os grupos taxonémicos associados
a essas funcdes celulares foram, principalmente, as ordens Cytophagales (11,4%) e
Rhizobiales (8,6%), além da familia Xanthomonadaceae (8,6%).

Entre as funcdes com aumento de expressao na microbiota da rizosfera da
variedade sensivel de cana-de-aglUcar em dois dias de estresse hidrico estdo as
recombinases local-especificas baseadas em tirosina. Essas recombinases sao as
principais enzimas envolvidas no movimento de elementos genéticos moveis em
genomas bacterianos e catalisam varios processos bioldgicos, incluindo a integracdo
de genomas de fagos, a integracdo e excisdo de cassetes de integrons, a segregacao
correta de plasmideos e cromossomos e a excisao de fragmentos de DNA especificos,
responsaveis pela inativagdo transitoria de genes (Van Houdt et al., 2012). Essa
funcdo pode estar diretamente relacionada ao aumento da expresséo de transcritos
associados ao metabolismo de purinas e pirimidinas (atividade da enzima
ribonucleotideo 5-(carboxiamino) imidazol, atividade da diidroorotato desidrogenase e
atividade da fosforibosilaminoimidazol carboxilase) e degradacdo de proteinas
(atividade da endopeptidase do tipo cisteina) (Mueller et al., 1994; Kilstrup et al.,
2005). Alem disso, houve aumento de transcritos relacionados a sintese de porfirina

e clorofila (atividade da glutamato-1-semialdeido 2,1-aminomutase) (Masuda & Fuijita,
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2008). Os principais taxons associados ao aumento da expressao desses transcritos
foram Alphaproteobacteria (8,9%), Cytophagales (6,7%) e Flavobacteriaceae (6,7%).

0 dias vs 2 dias (down regulated

0 dias vs 2 dias (up regulated

Figura 2.7. Andlise de enriquecimento de GO relacionados a processos bioldgicos
resumida e visualizada como um grafico Treemap usando o programa REVIGO para
os transcritos down e up regulated entre zero e dois dias de estresse hidrico. O
tamanho dos quadros indica a significancia (valor —log1l0 do p-value) dos termos
enriquecidos. Quadros com cores iguais correspondem aos termos GO pertencentes

a mesma categoria funcional.
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Em resumo, pode-se observar que um curto periodo de estresse hidrico foi
capaz de promover mudancas ha expressao génica de alguns membros da microbiota
da rizosfera. Essas alteracdes podem interferir nas associagdes entre as plantas e as
bactérias que estavam estabelecidas em condi¢cdes normais de irrigagao.

A Figura 2.8 mostra o resultado da analise de enriquecimento para 0s
transcritos com expressao diferencial na comparacao entre a condicdo controle e o
tratamento com oito dias de estresse hidrico da variedade sensivel de cana-de-
acucar. Os resultados mostraram uma diminui¢cao da atividade celular devido a queda
na expressdo de proteinas ribossomais ou de ligacdo ao ribossomo (constituinte
estrutural do ribossomo e ligacdo ao rRNA), geracao de energia (atividade GTPase e
atividade da metilmalonil-CoA carboxiltransferase), metabolismo de &cidos graxos
(atividade da biotina carboxilase) e estruturacdo celular (atividade de estrutura
molecular), indicando um impacto negativo do estresse hidrico na microbiota da
rizosfera dessa variedade. Novamente, o grupo taxondémico mais abundante
associado a essas fungdes foi a ordem Cytophagales (33,7%), seguida da familia
Anaerolineaceae (7,4%).

Também foi possivel observar uma diminuicdo da expressao de catalases,
cuja funcdo é decompor o peréxido de hidrogénio e proteger as células contra o
estresse oxidativo. A formacdo de peréxido de hidrogénio ocorre em condi¢cdes de
estresse bioticos e abidticos e também pode ser liberado pelas raizes das plantas na
rizosfera (Chelikani et al., 2012). Dessa forma, bactérias capazes de eliminar de forma
eficiente esse composto podem sobreviver em ambientes restritivos e colonizar raizes
de plantas. Hussain et al. (2014) isolaram bactérias a partir de nddulos de lentilha,
grdo de bico e feijao cultivados em solos aridos no Paquistdo e avaliaram a
capacidade desses isolados em promover o crescimento de plantas de trigo em
condicdes de estresse. Os resultados mostraram que espécies de Rhizobium sp. e
Mesorhizobium sp. interagem de forma benéfica com as plantas de trigo sob estresse
hidrico. Os autores sugerem que a capacidade de produzir catalase e
exopolissacarideos por essas bactérias foi fundamental para a sua sobrevivéncia e

colonizacgéo das plantas.
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0 dias vs 8 dias (down regulated)

0 dias vs 8 dias (up regulated)

Figura 2.8. Andlise de enriquecimento de GO relacionados a processos bioldgicos
resumida e visualizada como um grafico Treemap usando o programa REVIGO para
os transcritos down e up regulated entre zero e oito dias de estresse hidrico. O
tamanho dos quadros indica a significancia (valor —log1l0 do p-value) dos termos
enriquecidos. Quadros com cores iguais correspondem aos termos GO pertencentes

a mesma categoria funcional.

Transcritos que atuam no metabolismo de DNA (atividade do fator de

transcricdo), proteinas (atividade de endopeptidase do tipo cisteina, ligacdo a



126

aglomerados de ferro e enxofre, atividade da fosforibosilaminoimidazol carboxilase e
ligacdo a ubiquitina), carboidratos (atividade de transporte transmembranar da fucose
e ligacdo a carboidratos), vitaminas (atividade da piridoxina:NADP 4-desidrogenase,
atividade da 3-metil-2-oxobutanoato hidroximetiltransferase e atividade da 5-
formiltetra-hidrofolato ciclo-ligase) e sintese de parece celular (atividade da glutamato
racemase) apresentaram um aumento da expressao génica nas amostras da rizosfera
submetidas a oito dias de estresse hidrico. Durante situacdes de estresse, as
bactérias podem realocar recursos e/ou usé-los de forma mais eficiente a fim de
permitir a integridade da célula microbiana (Tiemann & Billings, 2011). Dessa forma,
os resultados observados sugerem uma modificacdo do metabolismo de alguns
grupos microbianos da rizosfera. Essas mudancas podem ter sido induzidas pelas
bactérias como mecanismo de sobrevivéncia em condi¢des de estresse hidrico. Entre
esses grupos microbianos, os mais abundantes foram Proteobacteria (10%),
Cytophagales (6,3%), Devosia (6,3%) e Aequorivita (5%).

A analise de enriquecimento de GO também foi realizada para os
transcritos diferencialmente expressos nas amostras tratadas com doze dias de
estresse hidrico, em relacdo a amostra controle (Figura 2.9). Nessa condicdo de
estresse hidrico, foi possivel observar diminuicdo na atividade microbiana devido a
diminuicAo da expressdo de transcritos que codificam proteinas ribossomais,
proteinas de ligacdo ao ribossomo, DNA polimerase e metabolismo de proteinas. Os
principais grupos taxondémicos afetados foram Cytophagales (25,5%), Bacteroidetes
(8,5%) e Pedosphaera (6,4%). Por outro lado, outros transcritos também associados
a ribossomos, metabolismo energético, além de fatores de transcricdo apresentaram
aumento da expressdo nas amostras com 12 dias de estresse hidrico. Esses
transcritos foram identificados como Proteobacteria (8,39%), Actinobacteria (5,79%),
Polyangiaceae (4,53%) e Streptomyces (4,25%). Algumas bactérias podem
armazenar grandes quantidades de ribossomos em situagcées de estresse, 0 que
permite responder com uma rapida alteracédo na sintese proteica quando o estresse
se intensifica (Placella et al., 2012). A grande abundéancia de proteinas ribossomais e
envolvidas na tradugéo observadas nas analises de enriquecimento nesse periodo de
estresse hidrico sugere que essa estratégia pode estar sendo adotada por alguns

grupos microbianos na rizosfera da variedade sensivel de cana-de-acucar.
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Figura 2.9. Andlise de enriquecimento de GO relacionados a processos bioldgicos
resumida e visualizada como um grafico Treemap usando o programa REVIGO para
os transcritos down e up regulated entre zero e doze dias de estresse hidrico. O
tamanho dos quadros indica a significancia (valor —log10 do p-value) dos termos
enriquecidos. Quadros com cores iguais correspondem aos termos GO pertencentes

a mesma categoria funcional.

Nas amostras submetidas a 12 dias de estresse hidrico também foi

reportada um aumento da expressdo de genes que codificam proteinas com a
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atividade de superoxido dismutase que podem ter contribuido para a adaptacéo das
bactérias nessas condicdes de estresse. Essa enzima atua na reducao de radicais de
oxigénio, protegendo as células do estresse oxidativo causado pelo préprio
metabolismo da bactéria ou durante o processo de colonizacao de raizes das plantas
(Scott et al., 1987). A atividade da superoxido dismutase ja foi reportada como
essencial para a colonizacéo de Sinorhizobium meliloti em alfafa (Santos et al., 2000),
Pseudomonas putida em feijdo (Kim et al., 2000) e Bacillus cereus em plantas de trigo
(Wang et al., 2007).

Os transcritos diferencialmente expressos na variedade sensivel de cana-
de-acucar ndo apresentaram uma anotacdo taxondémica e funcional do
metatranscriptoma muito precisa, o que dificultou uma analise detalhada das
mudancas ocorridas na microbiota da rizosfera durante o tempo do estresse hidrico.
No entanto, algumas diferencas importantes entre as variedades resistente (Capitulo
1) e sensivel de cana-de-acuUcar puderam ser observadas. Dessa forma, uma
comparacao entre os resultados obtidos para as duas variedades é apresentada a
seqguir.

Com dois dias de estresse hidrico, a microbiota da variedade resistente
apresentou diminuicdo de transcritos relacionados a sintese da parede celular,
resultando numa desaceleracdo do crescimento microbiano de grupos como
Flavobacteriaceae e Phyllobacteriaceae. Ao mesmo tempo em que algumas bactérias
(Proteobacteria e Bacteroidetes) aumentaram mecanismos de adesdo celular e
mobilidade, importantes para colonizar a rizosfera. Na variedade sensivel, o impacto
da seca aparentou ser mais proeminente na comunidade bacteriana uma vez que
muitos transcritos do metabolismo energético nas células foram reprimidos. Além
disso, houve um aumento na expressao de transcritos associados a movimentagcao
de sequéncias de DNA (fagos e profagos) e regulagdo génica. Essas alteracdes na
expressao foram reportadas principalmente em Cytophagales e Rhizobiales.

Nas amostras submetidas a oito dias de estresse hidrico, alguns membros
da microbiota, como Cytophagales e Polyangiaceae, tiveram a atividade metabdlica
inibida tanto na variedade resistente quando na variedade sensivel de cana-de-
acucar, demonstrado pela diminui¢cdo de transcritos relacionados a metabolismo de
DNA, RNA e obtencédo de energia. Por outro lado, ao se comparar os transcritos que
apresentaram aumento na expressao no tratamento de oito dias de estresse hidrico,

foi possivel observar diferengas na resposta na comunidade microbiana associada as
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diferentes variedades de cana-de-acUcar. Na variedade resistente houve o aumento
de atividades tipicamente envolvidas na protecao das células contra o estresse como
a sintese de parede celular e protedlise, além do aumento do metabolismo de fontes
simples de carbono, como a metilamina. Nesse caso, 0S grupos taxondémicos
envolvidos foram Flavobacteriaceae, Aequorivita e Rhodanobacter. Na variedade
sensivel, os transcritos associados ao metabolismo de DNA, proteinas, carboidratos
e vitaminas foram associados com a ordem Cytophagales e 0os géneros Devosia e
Aequorivita, indicando um aumento da atividade celular desses grupos bacterianos.
Na condicdo de estresse hidrico mais severa (12 dias), algumas bactérias da
microbiota associada a variedade resistente como Streptomyces e Cytophagales
apresentaram diminuicdo de transcritos relacionados a respiracdo, sintese de
ribossomos, dobramento de proteinas e traducéo, indicando diminuicdo da atividade
celular desses grupos microbianos. Por outro lado, Sphingomonadales,
Xanthobacteriaceae e Rhodanobacter aumentaram a expressdo de mecanismos de
mobilidade celular, secre¢éo e metabolismo de carboidratos mais complexos. Tais
mecanismos provavelmente permitiram que essas bactérias sobrevivessem na
rizosfera durante o periodo de estresse hidrico mais acentuado. Na variedade
sensivel, foi possivel observar um comportamento oposto para alguns dos grupos
taxondbmicos identificados nas amostras. Membros do filo Bacteroidetes
(principalmente da ordem Cytophagales) diminuiram a expressao génica, enquanto
que, 0 género Streptomyces e outras Actinobacteria nao identificadas aumentaram
sua atividade celular em doze dias de estresse hidrico, aumentando principalmente a

expressao de transcritos relacionados a traducao.

2.3.6. Influéncia dos exsudados radiculares sobre o perfil de expressao da

microbiota associada a rizosfera de cana-de-agcUcar RB855536

Um total de 9.514 transcritos que apresentaram diferenca significativa na
expressao entre a condicédo controle (0 dias) e algum dos tratamentos de estresse
hidrico (Anexo Ill) foram correlacionados com acidos citrico, malico, latico e succinico
exsudados pelas raizes da cana-de-acUcar da variedade sensivel. Esses quatro
acidos organicos apresentaram mudancas significativas nas taxas de exsudacgéo ao

longo do estresse. Baseado na correlacdo de Spearman (p < 0,05), 2.777 (29,2%)
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transcritos foram correlacionados com pelo menos um dos &cidos organicos

analisados (Tabela 2.5).

Tabela 2.5. Numero de transcritos que apresentaram correlacdo significativa
(Spearman p < 0,05) com os acidos citrico, malico, latico e succinico, exudados pelas

raizes de cana-de-acucar RB855536.

NUumero de transcritos

Correlagéo positiva Correlagao negativa

Acido organico (rs > 0,8) (rs <-0,8)
Citrico 25 232
Malico 137 1.792
Latico 118 206
Succinico 34 257
Total 314 2.487
Total (n&o repetidos) 310 2.467

Um total de 1.251 (45%) dos transcritos com correlacdo significativa (p <
0,05) puderam ser classificados em algum nivel taxonémico. Para a anotacdo
funcional, incluindo os bancos de dados do SEED, KEGG e GO, o total de transcritos
anotados foi de 613 (22%). Os filos com mais transcritos correlacionados com 0s
acidos organicos foram Proteobacteria (39,2%), Actinobacteria (16,2%) e Firmicutes
(5,4%). Os dados diferem daqueles encontrados para a variedade resistente, em que
o filo Bacteroidetes foi o que mais apresentou correlacdo significativa com os acidos
organicos avaliados.

Ao nivel de género, Streptomyces (Actinobacteria) foi o grupo bacteriano
que apresentou maior abundancia de transcritos correlacionados com os acidos
organicos citrico, malico e succinico. Esse género é encontrado predominantemente
no solo e na vegetacdo em decomposicdo. A maioria das bactérias desse grupo séo
capazes de produzir esporos e uma diversidade de metabdlicos secundarios, como
antibioticos. Tais caracteristicas permitem que Streptomyces habite ambientes
restritos em nutrientes ou sob outros tipos de estresse abiodtico (Anderson &
Wellington, 2001; Chater et al., 2010; Labeda, 2011). Aléem disso, membros desse
grupo séo capazes de promover o crescimento vegetal em condi¢des normais ou sob

estresse através da producédo de fito-hormonios e siderdforos (Sadeghi et al., 2012;
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Yandigeri et al., 2012). Todos os transcritos de Streptomyces foram correlacionados
negativamente com um ou mais acidos organicos (isto €, apresentaram diminuicao na
expressdo dos transcritos quando houve aumento na exsudacdo dos &cidos
organicos, e vice-versa) e foram associados com biossintese de aminoacidos,
metabolismo de DNA (proteinas de ligacdo ao DNA e de recombinacdo de DNA),
metabolismo energético, componentes de membrana, metabolismo de RNA,
peptidases e o regulador transcricional HrdD. A proteina HrdD é um fator sigma
transcrito durante o crescimento de Streptomyces e responsavel por regular genes
envolvidos na biossintese de antibiéticos, além de poder ser induzida sob estresse
oxidativo e osmatico (Lee et al., 2005; Sun et al., 2017; Wang et al., 2017). Portanto,
um aumento na expressao de transcritos relacionados ao fator sigma HrdD pode estar
envolvido na sobrevivéncia de Streptomyces em condi¢ces de estresse, 0 que explica
0 aumento da expressao de transcritos desse género nas amostras submetidas a doze
dias de estresse hidrico (observado nas amostras de enriquecimento de GO). Além
disso, a diminuicdo das taxas de exsudacdo dos acidos organicos nas amostras
submetidas a doze dias de estresse hidrico pode ter atuado como sinal quimico para
a expressédo dos genes de Streptomyces.

Outros grupos bacterianos com correlagdo negativa com os acidos
organicos foram outras Actinobacteria e alguns membros de Proteobacteria
(Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Polyangiaceae e Rhizobiales), cuja
funcdes identificadas eram de transporte de membrana e fatores de transcricdo. Por
outro lado, os transcritos que apresentaram correlagdo positiva com um ou mais
acidos organicos pertenciam, em sua maioria, a ordem Cytophagales (Bacteroidetes).
As principais fungbes celulares associadas a essa ordem foram a atividade de
transporte de membrana e proteinas ribossomais. Esses resultados corroboram os
dados observados nas analises de enriquecimento de GO, onde Cytophagales € um
dos principais grupos taxondmicos com aumento na expressao génica nas amostras
submetidas ao estresse hidrico.

Nas analises de correlacdo entre os transcritos diferencialmente expressos
da microbiota e os acidos organicos exsudados pelas duas variedades de cana-de-
acucar, foi possivel observar maior correlacdes significativas com uma pequena
proporcao de transcritos analisados. O género com maior abundancia de transcritos
associados aos exsudados da variedade resistente de cana-de-agucar foi Aequorivita,

o0 qual apresentou correlagdo positiva com proteinas de transporte, peptidases e



132

fatores de transcricdo (Capitulo 1). Na variedade sensivel, por sua vez, Streptomyces
foi o género mais abundante, o qual apresentou correlacdo negativa com o0s
exsudados para as mesmas funcdes celulares reportadas para Aequorivita. Esses
resultados sugerem que, as diferengas na taxa de exsudacdo apresentadas pelas
duas variedades de cana-de-acucar, principalmente aos 12 dias de estresse hidrico,
foram capazes de promover repostas diferentes nas bactérias presentes na rizosfera

ou, ainda, promover respostas similares em grupos taxonémicos distintos.

2.4. Conclusodes

A avaliagdo do crescimento da variedade de cana-de-acucar RB855536
revelou um comportamento diferente quando comparada com a variedade CTC9001,
uma vez que apresentou diminuicdo do teor de 4gua na parte aérea e na raiz durante
periodo de estresse hidrico analisado. Além disso, a taxa de exsudacao dos acidos
organicos também foi diferente para as duas variedades. Essas diferencas ndo foram
capazes de promover diferencas importantes na composicdo e na atividade
microbiana da rizosfera entre as duas variedades em condi¢cdes normais de irrigacao.
No entanto, a partir de dois dias de estresse hidrico, foi possivel observar diferencas
na resposta da microbiota de cada variedade. A variedade resistente de cana-de-
acucar aparenta fornecer condicbes favoraveis para as atividades bacterianas
associadas a mobilidade, colonizacdo e crescimento celular. A variedade sensivel
apresentou modificacdes na regulacéo génica, principalmente através de proteinas de
ligacdo ao DNA e ao ribossomo. Os mesmos grupos taxondmicos, como
Streptomyces e Aequorivita responderam de forma diferente ao estresse hidrico
guando associados a diferentes variedades de cana-de-acucar, sugerindo uma

participacéo da planta na modulagcao da atividade microbiana na rizosfera.
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Composicao taxondmica dos reads ao nivel de filo (A), classe (B) e familia (C) da
comunidade bacteriana associada a rizosfera de cana-de-aciucar RB855536,

submetida a diferentes tempos de estresse hidrico.



Anexo Il

Dormancy and Sporulaotion

Photosynthesis

Plant cell wails and outer surfoces

Secondary Me tabolism

Central metabolism

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids
Thiamin

Predictions bosed on plont-prokaryote comparative onalysis
fren ocquisition and metabolism

Phaoges, Prophages, Transposabie elements
Nucleotide sugars

Transcrptional regulation

Plant Glucosinolates

Cell Division and Cell Cycle

Potassium metabolism

Me tabolite damage and its repoir or mitigation
Nitrogen Metabolism

Regulation and Cell signaling

Fotty Acids, Lipids, and isoprenoids

Motility and Chemotaxis

Cell Wall and Capsule

Phosphorus Me tabolism

Sulfur Metabolism

Metabalism of Aromatic Compounds
Nucleosides and Nucleotides

Amino Acids and Derivatives

Virulence, Disease and Defense

Membrane Transport

Misce llane ous

DNA Metabolism

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments
RNA Metabolism

Stress Response

Respiration

Carbohydrates

Virulence

Protein Metobolism

Unclassified

[=]

100000 200000 300000 400000 500000 GOOCOO 700000

Miamero de reads

142

Abundancia de reads das categorias funcionais baseadas do banco de dados do

SEED (nivel 1) encontrados na microbiota da rizosfera de cana-de-agucar RB855536.
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Anexo Il

Numero de genes diferencialmente expressos (DE) na microbiota da rizosfera da
cana-de-agucar RB855536 em diferentes condi¢des de estresse hidrico.

Amostras comparadas Genes DE Up regulated* Down regulated*
0 dias x 2 dias 2.004 1.643 (82%) 361 (18%)
0 dias x 8 dias 2.002 1.275 (63,7%) 727 (36,3%)
0 dias x 12 dias 8.102 7.488 (92,4%) 614 (7,6%)
2 dias x 8 dias 610 295 (48,4%) 315 (51,6%)
2 dias x 12 dias 4.210 3.514 (83,5%) 696 (16,5%)
8 dias x 12 dias 4.263 3.725 (87,4%) 528 (12,6%)
Total 21.191  17.940 (87,7%)  3.241 (15,3%)
Total (Unicos) 12.301 10.866 (88,3%) 2.157 (11,7%)

*Em relagdo ao menor tempo de estresse hidrico comparado
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Self-organazing map (SOM) andlise dos 12.301 transcritos diferencialmente
expressos na microbiota associada a rizosfera de cana-de-agicar RB855536. Em
cada quadro, o eixo x indica amostras (0, 2, 8 e 12 dias de estresse hidrico) e o eixo
y indica a média centralizada da expressdo génica de um determinado conjunto de
transcritos (valor “n” na parte superior). Cores similares na parte superior indicam
semelhanca no padréo de expressdo dos transcritos. Cada quadro contém o nome
dos dois GO mais enriquecidos (menor valor de p) e os géneros mais abundantes

relacionados ao perfil de expressao apresentado.
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CAPITULO 3

DIVERSIDADE E PROMOCAO DO CRESCIMENTO
VEGETAL POR BACTERIAS ISOLADAS DA
RIZOSFERA DE CANA-DE-ACUCAR SOB
DIFERENTES NIVEIS DE ESTRESSE HIDRICO

DIVERSITY AND PLANT GROWTH PROMOTING ACTIVITY OF
BACTERIA ISOLATED FROM SUGARCANE RHIZOSPHERE UNDER

DIFFERENT LEVELS OF DROUGHT STRESS
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Abstract

Changes in rainfall patterns can negatively affect many important cultivars,
including sugarcane, decreasing their growth and productivity. In the rhizosphere, the
soil bacteria and the plants are closely related, with the plant-associated microbiota
playing an important role in promoting plant growth under both normal and stress
conditions. In this study, the cultivable diversity of bacteria in the sugarcane
rhizosphere under different levels of drought stress was characterized and screened
for plant growth activities. The results suggested that the microbial community
associated with the sugarcane rhizosphere was strongly affected by drought, but some
important genera of bacteria such as Arthrobacter, Pseudomonas, Microbacterium,
and Bacillus remained present during the entire experiment, indicating the adaptability
of these organisms and their importance in the rhizosphere community. Many isolates
exhibited positive results for one or more plant growth activity, and they were also
capable of growing under simulated drought stress (in the presence of PEG),
suggesting that the microorganisms isolated from the sugarcane rhizosphere could be

explored for uses such as biofertilizers or biocontrol agents in agriculture.

Keywords: Rhizosphere, indole acetic acid, ACC deaminase, 16S rRNA gene,

drought.
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Introduction

The rhizosphere is the part of the soil directly influenced by plant roots, due
to the release of exudates such as sugars and organic acids. These exudates are
sources of nutrients and vitamins used by various bacteria, stimulating the
development of microbial communities. The rhizosphere microbiota consists of a
heterogeneous group of microorganisms that may be present in free forms in the soil,
or reside on the root surfaces [14]

Many bacteria present in the rhizosphere are known as plant growth
promoting rhizobacteria (PGPRs), since they can directly or indirectly improve the
growth and health of the plants present. The importance of these rhizosphere-
associated microbiota is due to their production of phytohormones [6], biosurfactants
[52], antimicrobials [72], and siderophores [53, 64]. In addition, they can increase the
availability of nutrients such as phosphorus and nitrogen [57, 73].

Some bacteria present in the rhizosphere can confer resistance or improve
the performance of plants under stress conditions. Under drought stress, for example,
PGPRs are able to alter the hormonal content of plants, improving their tolerance and
increasing their water absorption capacity [4]. Mayak et al. [45] evaluated the
performance, under water stress, of tomato and pepper plants inoculated with the
bacterium Achromobacter piechaudii ARV8, which produces the enzyme ACC (1-
aminocyclopropane-1-carboxylate) deaminase. This enzyme is responsible for
preventing the production of ethylene, hence relieving the symptoms caused by
stressful situations such as drought. Plants inoculated with the bacterium and exposed
to water stress continued to accumulate biomass, despite the decreased water
availability.

Synthetic chemicals such as fertilizers and pesticides are currently used to
improve the nutrition and health of crops, respectively, with the aim of increasing food
production. However, the use of these synthetic chemicals results in environmental
pollution, human diseases, and microbial resistance [55, 70]. The use of PGPRs as
bioinoculants for crops could replace, at least in part, the use of fertilizers and
pesticides. Hence, the PGPRs represent an environmentally friendly way to increase
food production in normal or stressed environments [72, 84].

In order to understand the composition of the rhizosphere microbial

community and the ways that its members relate to plants, many studies have focused
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on exploring the diversity of bacteria in this environment. Due to the limitations of
bacterial growth in culture media, most of these studies used next-generation
sequencing approaches to acquire huge amounts of taxonomic and functional
information. However, the isolation and characterization of PGPRs is still important,
since they can be used as biofertilizers and pathogen biocontrol agents, among other
applications [33, 48, 51].

Sugarcane is an important tropical crop used in the production of sugar,
biofuels, and energy [11, 26]. However, there are concerns about increasing drought
frequency in plantation areas. Water shortage causes reductions of soil moisture,
water absorption by plant roots, and nutrient transport, resulting in decreased
productivity [3, 17]. Therefore, the isolation and characterization of microorganisms
present in the sugarcane rhizosphere is essential for the development of effective
commercial inoculants for this and other important agricultural crops. Considering
these issues, the aim of the present study was to characterize the cultivable bacterial
community in the sugarcane rhizosphere and to screen isolates for plant growth

activities.

Materials and Methods

Sampling of the sugarcane rhizosphere

The experiment was carried out under greenhouse conditions at the State
University of Campinas, Campinas, Brazil (22°20’S, 47°06’W). Plants of sugarcane
variety CTC9001, four months old, were obtained from the Sugarcane Technology
Center, Piracicaba, Brazil. This variety is known for its fast growth and development in
the initial phases, high productivity, and drought tolerance [12, 15]. The plants were
submitted to different periods of drought stress, remaining without irrigation for two
(WS2 - Water Stress 2), eight (WS8), and twelve (WS12) days (using four plants for
each condition). Four plants under normal irrigation (WSQ) were used as the control
condition. Rhizosphere samples were collected by removing the plants from the pots
and shaking to eliminate soil agglomerates not associated with the roots. The soil still

adhering to the roots was collected by vigorous shaking in sterile plastic bags.
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Isolation of bacteria associated with the sugarcane rhizosphere

Ten grams of each rhizosphere soil sample were added to 90 mL of sterile
saline solution (0.85% NaCl), followed by shaking for 20 min. A ten-fold serial dilution
was performed (10-°) and 0.1 mL aliquots were spread on nutrient agar (NA, Merck)
and M9 minimal medium [68], in duplicate, in order to obtain bacteria with different
nutritional requirements. The plates were incubated at 30 °C until the appearance of
colony forming units (CFU) (48 h for nutrient agar and 72 h for M9 minimal medium).
The CFUs that showed different morphologies and colors on the plates were re-
isolated in order to obtain pure cultures. The purified isolates were stored as described
by D’Onofrio et al. [16]. Briefly, the isolates were resuspended in NA or M9 minimal

medium containing 15% glycerol, and were then stored at -80 °C.

Screening of root-associated bacteria with potential for plant growth promoting

activities

Indole acetic acid (IAA) production assays

The IAA production assays were performed using the test developed by Bric
et al. [9]. For this, bacteria were grown in Petri dishes containing NA or M9 minimal
medium, supplemented with 5 mM L-tryptophan, and a nitrocellulose membrane was
placed on the colonies. The Petri dishes were then incubated until the colonies reached
diameters of approximately 2 mm. After incubation, the nitrocellulose membranes were
removed and placed on filter paper saturated with Salkowski reagent (2% of 0.5 M
FeCls in 35% perchloric acid). The appearance of a reddish halo in the membrane

surrounding the colony was an indication of IAA production.

ACC deaminase activity assays

Detection of the bacteria producing the ACC deaminase enzyme was
performed as described by Penrose and Glick [59]. The isolated bacteria were
cultivated in minimal mineral medium [5] containing ACC as the only source of nitrogen.
As a control condition, the bacteria were also grown in minimal mineral medium
containing ammonia as the nitrogen source. The plates were incubated at 30 °C for up
to five days. Bacteria that were able to grow in both the medium containing ACC and
in the control medium were considered positive for ACC deaminase activity.
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Bacterial inorganic phosphate solubilization assays

For the phosphate solubilization assays, bacteria were grown in Petri dishes
containing Pikovskaya agar medium [32], with calcium orthophosphate as the
inorganic phosphorus source. The isolates were maintained at 30 °C for up to five
days. The appearance of a colorless halo around the colony was an indication of

solubilization and use of the inorganic phosphate in the medium.

Nitrogen fixation assays

Evaluation of the ability of the bacteria to fix atmospheric nitrogen was
performed by growing the organisms in selective liquid Burk’s medium [56] at 30 °C for
five days. A bacterium isolated in Burk medium, directly from the soil samples, was
used as a positive control, while the medium without addition of bacteria was used as
a negative control. Growth (indicated by turbidity of the medium) revealed the ability of

the bacteria to use atmospheric nitrogen as a nitrogen source.

Osmotolerance assays

A total of 90 isolates that were able to produce the ACC deaminase enzyme
were cultivated in NA medium supplemented with increasing amounts of polyethylene
glycol (PEG) (5, 10, 20, 30, and 40%). Growth in the presence of the different
concentrations of PEG was determined by the turbidity of the medium.

16S rDNA sequencing-based identification of the isolated bacteria

Bacteria isolated from the sugarcane rhizosphere were identified by
sequencing of the V3-V6 region of the 16S rRNA gene. The amplification reactions
were performed directly from an isolated colony using primers 338F
(ACTCCTACGGGAGGCAGCAG) [36] and 1046R (CGACAGCCATGCANCACCT)
[44]. Each reaction (50 pL) consisted of 1 x reaction buffer (Fermentas), 1 U Taq
(Fermentas), 2 mM MgClz, 200 uM of each dNTP, and 0.4 mM of each primer. The
reactions were performed with an initial denaturation at 94 °C for 5 min, 35 cycles
consisting of 94 °C for 1 min, 60 °C for 1 min, and 72 °C for 3 min, and a final extension
at 72 °C for 20 min.

Bacteria for which direct amplification of the colony was not possible were
cultivated in 2 mL of NA medium at 30 °C for 48 h. Next, total DNA was isolated using
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the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), and amplification reactions of
the 16S rRNA gene (V3-V6 region) were performed as described above.

The PCR products obtained from the colony or total DNA were purified using
the GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), and were then
sequenced at the Genotyping and Sequencing Multiuser Laboratory (State University
of Campinas, Brazil), using the 3500xL platform (Applied Biosystems).

The quality of the sequences was evaluated using DNA Baser software
(Heracle BioSoft). Bacteria identification was performed at the Ribosomal Database
Project (http://rdp.cme.msu.edu/), using the RDP classifier tool [86], with a minimum
identity of 80%. The 16S rRNA gene sequences of all the identified isolates can be
accessed at GenBank/EMBL/DDBJ, under the accession numbers MH046419 -
MHO046773.

Phylogenetic analysis

In order to reduce the number of sequences used in the phylogenetic tree,
clustering was performed of all isolates that presented the same taxonomic
classification (based on a minimum identity of 80% in the RDP database) and the same
pattern of presence/absence of plant growth promotion activity (IAA production, ACC
deaminase activity, phosphate solubilization, and nitrogen fixation). Afterwards, one
isolate was randomly selected to represent the growth promotion activity of each group
in the phylogenetic tree. The partial 16S rRNA gene sequences from the selected
isolates were used to construct a maximum likelihood phylogenetic tree, using the
Kimura 2-parameter distance model and 1000 bootstrap samplings. The
cyanobacterium Gleobacter violaceus was used as an outgroup. All the procedures
were performed using the MEGA 6.0 tool [75].

Plant growth assays

Eighteen bacterial isolates were randomly selected from those exhibiting
plant growth promoting activities. The isolates were used in a 15-day greenhouse trial
employing tomato plants (Santa Cruz Kada, commercial variety). Firstly, seed asepsis
was performed by immersion in 70% alcohol for 1 min, immersion in 3% sodium
hypochlorite for 3 min, and finally washing with sterile distilled water until removal of
the hypochlorite. Three seeds per vase were placed in 350 mL capacity pots containing

Multiplant® commercial substrate. The substrate was previously autoclaved twice for 1
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h at 120 °C. After germination, thinning was performed, leaving only one seedling per
pot.

The selected isolates were grown in Luria-Bertani culture medium [68] for
72 h at 30 °C and 120 rpm. The culture medium was then centrifuged for 8 min at 4
°C, 8000 rpm, followed by discarding of the supernatant and resuspension of the pellet
in sterile 0.85% saline solution. The centrifugation process was repeated for two further
cycles [66]. Finally, the bacteria concentration in the solution was adjusted to an optical
density of Ass0 = 0.5, corresponding to approximately 108 colony forming units (CFU),
using a spectrophotometer at a wavelength of 540 nm.

Soil inoculations were performed by adding 2 mL of the bacteria
suspensions to the pots, three days after planting the seeds, when the seedlings had
already emerged. After three days, dissolved tryptophan was applied (0.1 g of
tryptophan per kg of substrate) in order to stimulate IAA production by the isolates that
were capable of producing this phytohormone [49]. The lengths of the main root and
shoot, together with the total biomass (fresh and dry weight), were determined 15 days
after planting. The shoot/root ratio was also determined.

Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) and Fisher’s test (p<0.05) were applied to
evaluate the differences between the mean CFU concentrations obtained for the
rhizosphere samples, for the cultures in NA and M9 minimal medium. The same
statistical analyses were applied to the measurements of plant growth in the
greenhouse trial. All the statistical procedures were performed using PAST v. 3.15

software [34].

Results and Discussion

Cultivable bacterial diversity in the sugarcane rhizosphere samples

The bacteria isolated from the sugarcane rhizosphere samples submitted
to different periods of drought stress presented CFU concentrations ranging from 2.03
X 108 to 3.93 x 10° CFUs per gram of soil on the NA medium, and from 5.6 x 10* to
3.03 x 10° CFUs per gram of soil on the M9 minimal medium. Application of Fisher’s
test (F = 4.4, p = 0.025) revealed significant differences among the numbers of CFUs

found in the rhizosphere samples, for cultures using both NA and M9 minimal medium.
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The samples submitted to 12 and 8 days of drought stress presented significantly fewer
colonies than the sample without stress. The average CFU concentrations for the
samples submitted to 2 days of water stress were similar to those for the samples

without stress (Fig. 1).
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Fig. 1. Box plots of the numbers of CFUs isolated from the rhizosphere samples
submitted to different periods of drought stress, cultured using nutrient agar (A) and
M9 minimal medium (B). Different letters represent a significant difference (5%

significance level, Fisher’s test). The values are presented using a logarithmic scale.

It is well known that the soil microbial community is directly affected by
drought conditions [30, 74]. In studies with cultivable bacteria, Griffiths et al. [29]
evaluated the diversity and activity of bacteria in grassland soil in Scotland, using three
different culture media. In all cases, the total number of CFUs decreased when the soil
was submitted to different periods of water stress (from around 3 to 60 days). Bogino
et al. [8] also observed a decrease in the number of CFUs per g of soil in alfalfa
rhizosphere samples, under water stress conditions. The authors suggested that the
decreased number of CFUs was due not only to the low availability of water, but also
to changes in the root exudates of the plants under stress. These results corroborate
the present data, indicating that changes in the diversity of cultivable bacteria could
represent a rapid response to environmental stresses and might reflect the general

behavior of the community. In addition, the data obtained with cultivable bacteria could
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complement non-cultivable approaches, helping to understand the dynamics of the
microbial community under water stress [7, 8, 10].

Colonies exhibiting morphological differences (a total of 364) were purified
by subculturing and were identified by sequencing of the V3-V6 region of the 16S rRNA
gene. The results showed that the prevalent genera were Arthrobacter, with 188
isolates (51.7%), followed by Pseudomonas (55 isolates, 15.1%), Bacillus (26 isolates,
7.14%), and Microbacterium (20 isolates, 5.5%). Only four isolates (0.82%) could not
be identified (Table S1).

The numbers of bacteria genera shared among the different rhizosphere
samples are shown as a Venn diagram in Fig. 2. The genera Bacillus, Pseudomonas,
Arthrobacter, Streptomyces, Microbacterium, and Falsibacillus were recovered from all
the samples, independent of the duration of drought stress (including the control
condition). These genera were capable of survival during the drought stress and could
be considered the core cultivable microbiota of the sugarcane rhizosphere. Pisa et al.
[61], using 16S rDNA clone libraries, reported that Bacillus was the predominant genus
in the rhizosphere of sugarcane variety RB72454. Paungfoo-Lonhienne et al. [57] also
found Bacillus and Streptomyces in 16S rDNA pyrosequencing of sugarcane variety
Q208. Pseudomonas is commonly reported in the sugarcane rhizosphere, acting as a
plant growth promoting bacterium [46] or as a pathogenic strain [47]. The genus
Arthrobacter has also been reported in the sugarcane rhizosphere, probably due to its
capacity to fix nitrogen and survive in saline soils [18, 40]. The genus Microbacterium
was reported as a member of the endophytic community of sugarcane, contributing to
nitrogen fixation in the plant [41, 83]. Finally, the genus Falsibacillus has not been

reported to date in studies of microbial diversity associated with sugarcane.
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Pedobacter, Lysobacter

. Brevundimonas, Lysimibacillus, Leifsonia
Planococcus, Terrabacter
Paenibacillaceae

) Rhodococcus
Renibacterium

Arthrobacter, Bacillus, Streptomyces,
Microbacterium, Pseudomonas, Falsibacifius

Chryseobacterium
Ensifer

Okibacterium, Gordonia
Acidovaorax

Rhizobium, Nocardia, Staphylococcus

Fig. 2. Venn diagram showing the numbers of different genera found in the sugarcane
rhizosphere samples submitted to different periods of drought stress. WS0: 0 days
(control); WS2: 2 days; WS8: 8 days; WS12: 12 days.

The genera described above have also been identified as members of the
microbiota in other rhizospheres, such as those of grapevines [65], wheat [79], rice
[71], and pear [88]. The occurrence of these genera in the sugarcane rhizosphere
samples, under normal and drought conditions, as well as in other crops, may indicate
an important interaction of these bacteria with plants, contributing to the survival and
health of the latter.

The genera Pedobacter, Lysobacter, Brevudimonas, Lysinibacillus,
Leifsonia, Planococcus, and Terrabacter were found in low abundance (0.57 to 2.3%
of the total isolates) and only in the control samples (WSO0) and the samples submitted
to 2 days of drought stress (WS2). Previous studies have also found the presence of
these genera in small proportions in the sugarcane rhizosphere environment, using
cultivable and non-cultivable techniques [38, 39, 57, 63]. Some of these bacteria have
been found to be capable of surviving and promoting plant growth in extreme
environments, such as saline soils [18, 62]. However, in the present case, these genera
were not found in the samples submitted to water stress, possibly indicating that they

were affected by the drought conditions.
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The genera Ensifer and Renibacterium were only recovered from samples
WS8 and WS12, submitted to 8 and 12 days of drought stress, respectively. These
genera are rarely found in the rhizosphere environment and have not previously been
isolated from the sugarcane rhizosphere. Ensifer has been reported in low abundance
in potato [78] and citrus [2] rhizospheres. Renibacterium has only been reported in the
wild grass rhizosphere [63], but has also been found in marine environments,
associated with corals [42] or involved in fish diseases [28]. It is likely that the drought
stress in the sugarcane rhizosphere samples resulted in environmental changes that
contributed to the growth of rarer and less well known genera, such as those mentioned
above. The presence of Ensifer sp. and Renibacterium sp. in the sugarcane
rhizosphere provides a new target group of bacteria that could be studied for promoting

plant growth under drought stress.

Plant growth promoting activity of the sugarcane rhizosphere isolates

Analysis of the plant growth promoting activities of the bacteria isolated from
the sugarcane rhizosphere revealed that 307 (84.3%) isolates presented positive
results in at least one of the tests (IAA, ACC deaminase, phosphate solubilization, and

nitrogen fixation) (Table 1).

Table 1. Numbers of isolates presenting IAA production, ACC deaminase production,
phosphate solubilization, and nitrogen fixation, for the sugarcane rhizosphere samples

submitted to different water stress conditions.

Total IAA ACCd Phosphate Nitrogen

Sample CFUs production production  solubilization fixation
WS0 130 32(24.6 %)  35(26.9 %) 35 (26.9 %) 62 (47.7 %)
WS2 88 31(35.2%) 20 (22.7 %) 21 (23.9 %) 50 (56.8 %)
WS8 80 21 (26.3%) 19 (23.8 %) 10 (12.5 %) 45 (56.3 %)
WS12 66 15(22.7%) 16 (24.2 %) 4 (6.1 %) 37 (56.1 %)
Total 364 99 (27.2%) 90 (24.7 %) 70 (19.2 %) 194 (53.3 %)

ACCd: ACC deaminase

A 16S rDNA phylogenetic tree was constructed to cluster the bacteria that
presented the same pattern of presence/absence of the plant growth promotion

activities analyzed, according to their taxonomic classification (Fig. 3).
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Fig. 3. Maximum likelihood phylogenetic tree using partial 16S rRNA gene sequences

from isolates showing positive results for plant growth promoting activity. The numbers

at the nodes indicate the bootstrap support levels for 1000 replications. The heat map

shows the results of the tests performed, with blue indicating a positive test result and



158

white indicating a negative result. IAA-p: IAA production; ACCd-p: ACC deaminase

production; Pho-s: phosphate solubilization; N-f: nitrogen fixation.

Among the isolates, 99 (27.2%) were able to produce IAA, 90 (24.7%)
produced ACC deaminase, 70 (19.23%) solubilized inorganic phosphate, and 193
(53%) were able to grow in a nitrogen-free medium. The high proportion of nitrogen-
fixing bacteria found here suggests an important role of the bacteria in providing the
plants with this nutrient. It is known that sugarcane is able to associate with
diazotrophic bacteria in order to improve the efficiency of nitrogen uptake by biological
fixation [80]. Furthermore, studies have shown that the use of a consortium of different
diazotrophic bacteria leads to better results, in terms of biological nitrogen fixation,
compared to the use of single isolates [13, 19, 53]. The isolation of a great diversity of
bacteria able to grow in a nitrogen-free medium (Table 1, Fig. 3) could contribute to
the formulation of new consortia for nitrogen fixation in cultivations of sugarcane and
other plants.

The phylum Proteobacteria showed the highest proportion of isolates
capable of producing indole acetic acid (Fig. 3). Within this phylum, the genera
Acidovorax and Pseudomonas were the main producers, representing 75% of the
isolates with positive results. IAA is an auxin that promotes root elongation and
stimulates the growth of lateral and adventitious roots [6]. The presence of bacteria
producing this phytohormone could stimulate plant growth, even under stress
conditions such as drought, since the increased root growth should improve the uptake
of water from the soil.

Marulanda et al. [43] evaluated three IAA-producing strains, Pseudomonas
putida, Pseudomonas sp., and Bacillus megaterium, isolated from dry soils, in terms
of their effectiveness in stimulating the growth of Trifolium repens plants in soils under
drought stress. Inoculation using each bacterium separately increased the biomass
and water content of the plants, especially when associated with mycorrhizae.

The genus Acidovorax is commonly associated with plant diseases, and the
bacterium Acidovorax avenae is responsible for red stripe disease in sugarcane [90].
Members of this genus have been detected in abundance in rhizosphere samples from
healthy cucumber [76] and lettuce [69] crops. These findings suggest that members of
this genus participate in the microbial community of the plant rhizosphere.
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The genus Acidovorax showed a high proportion of isolates capable of
producing the ACC deaminase enzyme (75%), followed by the genus Rhodococcus
(67%) (Fig. 3, Table S1). This enzyme reduces high levels of ethylene in plants,
promoting plant growth under stress conditions [71]. Studies of the genome of
Rhodococcus fascians revealed the presence of the gene encoding the ACC
deaminase enzyme, suggesting the potential of this bacterium to promote plant growth
[20, 50].

In the analysis of phosphate solubilization, the most prominent genera were
Okibacterium (67%) and Pseudomonas (60%) (Fig. 3, Table S1). Members of the
genus Okibacterium have been isolated from Salsola affinis roots [85] and from the
rhizosphere of Thlaspi goesingense [37]. Ortiz et al. [54] evaluated the ability of
Pseudomonas bacteria (isolates or in consortia) to improve the growth of Trifolium
repens under dry conditions. Among the isolates tested, Pseudomonas putida was
evaluated due to its high efficiency in the solubilization of phosphorus and its ability to
produce phytohormones. The inoculation of soil with Pseudomonas, together with
other bacteria, led to elongation of the plant roots and greater efficiency in capturing
nutrients and water from the soil, enabling the plants to develop, even in arid
conditions.

Due to the low availability of phosphorus in soils, agricultural crops are
constantly supplemented with phosphate fertilizers. However, this practice has high
financial and environmental costs, since the fertilizers are obtained from non-
renewable sources of phosphorus [27]. Hence, the use of inoculants containing
phosphate solubilizing bacteria, such as those isolated in this work, could help to
increase the availability of the inorganic phosphorus that occurs naturally in the soil.

Nitrogen is an important macronutrient that is usually added to soil in the
form of fertilizers. The use of inoculants containing bacteria capable of fixing
atmospheric nitrogen could increase the availability of this nutrient, consequently
helping to reduce the use of chemical fertilizers that can cause serious environmental
problems, including the contamination of soil, surface water, and subterranean aquatic
systems [82].

In this work, the ability to fix atmospheric nitrogen was found not only for
Rhizobium sp. (67%), a genus commonly associated with nitrogen fixation in
sugarcane roots [46, 57, 61], but also for the phylum Actinobacteria (Fig. 3), with

Arthrobacter sp. being the most abundant of this phylum exhibiting nitrogen-fixing
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activity (77%). The genus Arthrobacter includes bacteria capable of using various
nitrogen sources including atmospheric nitrogen [31], atrazine [23, 67], and glyphosate
[60], but has rarely been reported as the main nitrogen-fixing genus in the plant
rhizosphere environment.

The isolates that presented positive ACC deaminase results were also
tested for growth under drought stress conditions, using different concentrations of
PEG in the growing medium. Among the bacteria that produced ACC deaminase, 30
(33.3%) and 54 (60%) isolates were able to grow in the presence of PEG at
concentrations of 30 and 40%, respectively. The combination of these two
characteristics could be important in the development of superior bioinoculants, since
ACC deaminase reduces the levels of ethylene in plants and assists growth under
stress conditions, while high concentrations of PEG would ensure the selection of

bacteria able to survive in soils with low water availability [59, 88].

Plant growth promotion activity of the bacterial isolates

Eighteen bacterial isolates were selected for evaluation of their potential to
improve plant growth under greenhouse conditions (Table 2).

Among the 18 selected isolates, 8 presented positive results for IAA
production and ACC deaminase activity, 6 were able to solubilize inorganic phosphate
and produced ACC deaminase, and 5 presented positive results for the three
characteristics. Additionally, all the isolates were able to grow in the presence of 30 or

40% PEG, indicating their resistance to saline/dry conditions.
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Table 2. Identification and characteristics of the bacteria selected for use in the tomato

plant growth assays.

IAA ACCd* Phosphate PEG Identification

Isolate production activity  solubilization (%) (bootstrap)
WS01-02 X 40 Unclassified
WS02-30 X X 40 Pseudomonas (100%)
WS02-32 X X 40 Pseudomonas (100%)
WS03-14 X X X 40 Pseudomonas (100%)
WS03-17 X X X 40 Bacillus (99%)
WS03-29 X X 40 Acidovorax (100%)
WS04-19 X X X 40 Pseudomonas (100%)
WS04-23 X X 40 Falsibacillus (91%)
WS23-08 X X 40 Pseudomonas (100%)
WS24-02 X X X 40 Pseudomonas (100%)
WS24-03 X X X 40 Pseudomonas (100%)
WS83-05 X X 40 Falsibacillus (98%)
WS121-06 X 40 Arthrobacter (98%)
WS121-16 X 40 Streptomyces (98%)
WS121-17 X 40 Arthrobacter (100%)
WS123-12 X X 40 Arthrobacter (99%)
WS122-13 X X 30 Streptomyces (100%)
WS124-07 X X 40 Pseudomonas (100%)

*ACCd: ACC deaminase.

In the greenhouse experiments, the selected isolates were separately used
to inoculate the soil in the pots containing tomato seedlings. Comparison of the growth
parameters of the inoculated and control plants (Table S2) revealed that isolate WS02-
30, identified as Pseudomonas sp., promoted increased root length, relative to the

control, resulting in a significantly lower shoot/root ratio (Fig. 4).
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Fig. 4. Root lengths (A) and shoot/root ratios (B) of tomato plants grown without
(control) and with soil treatment using bacterial isolate WS02-30 (Pseudomonas sp.).

Different letters indicate a significant difference (5% significance level, Fisher’s test).

Pseudomonas has been widely reported as a PGPR genus in cultivations
of plants including peas [88], white clover [54], grapevine [65], and poplar [77]. Ahemad
and Khan [1] used the Pseudomonas aeruginosa PS1 strain as an inoculant for
greengram plants grown in soil contaminated with insecticides. Plants grown using the
bacterial inoculation presented increases in the shoot and root parameters (including
root length and root dry weight), even for polluted soils. Zerrouk et al. [89] evaluated
the effect of Pseudomonas fluorescens 002 on maize roots under salt and aluminum
stress. The results showed that inoculation with the bacterium led to increased growth
of primary, lateral, and seminal roots, as well as higher root dry mass. Pseudomonas
bacteria are also abundant members of the sugarcane microbiome [47]. In the present
case, the Pseudomonas genus was responsible for 15% of the isolates, with most of
them (93%) presenting positive results for one or more of the plant growth activities
tested, especially IAA.

Tryptophan is the main substance acting to stimulate the synthesis and
secretion of IAA by bacteria. This phytohormone could then be taken up by the plant
and, together with the endogenous plant IAA, could stimulate loosening of the plant
cell walls, enabling the growth of shoot and root cells, as well as enhanced
development of the lateral roots. As a consequence of root elongation, the uptake of
nutrients and water by the plant would then be increased [25, 58]. The Pseudomonas

sp. WS02-30 isolate used to inoculate the tomato plant substrate was an IAA producer
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that could have been responsible for the observed root elongation, since tryptophan
was added to the soil. The decrease of the shoot/root ratio was also in agreement with
the increased root length.

Ethylene is an important metabolite in the normal development of plants.
However, when the ethylene level is elevated (known as ethylene stress), plant growth
and development are reduced, which can lead to defoliation, inhibition of root
elongation, and leaf senescence [24, 71]. One way to reduce ethylene levels in plants
is to encourage the action of bacteria able to produce the ACC deaminase enzyme.
The substrate used by this enzyme is ACC, the direct precursor of ethylene, which is
converted to a-ketobutyrate and ammonia [25, 87]. The WS02-30 isolate also
presented a positive result for ACC deaminase activity, which, as mentioned above, is
a useful characteristic when plants are under stress conditions.

Ethylene and auxins such as IAA are involved in complex mutual
interactions that regulate root elongation [35, 81]. Therefore, inoculation with a
bacterium able to synthesize both ACC deaminase and IAA could promote plant
growth under drought and other stress conditions [21, 22]. The results obtained for the
Pseudomonas sp. WSO02-30 isolate indicated the potential of this bacterium for
assisting plants under drought stress, since it was able to produce both IAA and the
ACC deaminase enzyme. Furthermore, the isolate was able to grow in a medium
containing 40% PEG, reflecting its ability to survive in environments with low water
availability.

In conclusion, the cultivable microbial community of the sugarcane
rhizosphere was strongly influenced by drought, since the total number of colonies
recovered per sample decreased as the period under drought stress increased.
However, some groups of bacteria (Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter,
Streptomyces, Microbacterium, and Falsibacillus) were not influenced by drought
stress, suggesting the ability of these genera to survive in dry environments. In
addition, many isolates tested positive for one or more plant growth activities,
especially 1AA production, which could help the plants to survive under drought
conditions. The pot experiments showed that Pseudomonas sp. WS02-30 increased
the root length of the tomato plants, probably due to its ability to produce IAA and ACC
deaminase. The findings of this work, involving the isolation and testing of a large
number of bacteria, indicate new possible ways to accelerate the growth of
agronomically important plants during conditions of drought stress.
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Table S1. Screening of plant growth promoting activities and identification of the

bacteria isolated from sugarcane rhizosphere submitted to different drought conditions.

IAA ACCd*  Phosphate  Nitrogen No plant
Taxon production  activity  solubilization _fixation growth activity Total
Acidovorax 3 3 0 1 0 4
Arthrobacter 36 36 19 145 3 188
Bacillus 3 8 8 6 11 26
Brevundimonas 0 0 0 0 3 3
Chryseobacterium 3 0 0 1 6 10
Ensifer 1 1 0 0 0 1
Falsibacillus 2 3 0 0 2 5
Gordonia 0 0 0 3 0 3
Leifsonia 0 1 0 1 0 2
Lysinibacillus 2 0 0 0 0 2
Microbacterium 1 2 3 1 13 20
Micrococcaceae 0 0 0 0 1 1
Nocardia 0 0 0 2 0 2
Okibacterium 0 0 2 0 1 3
Paenibacillaceae 0 0 0 0 1 1
Pedobacter 1 0 0 0 0 1
Planococcus 1 0 0 0 0 1
Pseudomonadaceae 1 0 1 1 0 1
Pseudomonas 41 27 33 19 4 55
Renibacterium 1 0 0 2 0 2
Rhizobium 2 0 0 2 1 3
Rhodococcus 0 2 0 1 0 3
Staphylococcus 0 0 0 1 4 5
Streptomyces 1 6 3 3 5 14
Terrabacter 0 0 0 3 0 3
Unclassified 0 1 0 1 2 4
TOTAL 929 90 70 194 57

*ACCd: ACC deaminase.
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Root length Shoot length Shoot /
Isolate (cm) (cm) root Fresh weight (g) Dry weight (g)
Pot experiment 1
Control 7.69 6.51 1.233 222.67 13.17
WSO01-2 7.25 6.28 1.20 240.03 13.80
WS02-30 7.91 10.34 0.85 285.61 16.29
WS03-29 8.13 6.54 1.26 318.76 15.80
Pot experiment 2
Control 12.05 10.1 1.366 890.44 263.01
WS02-32 11.30 11.50 1.02 1205.23 441.66
WS03-17 11.95 10.75 1.26 768.85 273.87
WS83-5 11.40 10.65 1.07 802.54 267.07
WS121-16 13.10 10.75 1.23 955.90 253.99
WS121-17 12.10 12.35 1.04 822.45 246.55
Pot experiment 3
Control 8.57 8.64 1.028 529.714 33.957
WS122-13 8.46 11.44 0.79 511.20 29.58
WS123-12 9.30 8.94 1.08 476.18 28.03
WS124-7 8.33 10.50 0.88 415.08 23.55
Pot experiment 4
Control 7.49 7.37 1.115 320.31 21.3
WS03-14 7.83 9.90 0.94 404.44 27.95
WS04-19 7.75 8.82 0.89 400.46 28.02
WS04-23 7.79 7.50 1.14 426.97 24.95
WS23-8 7.07 9.38 0.81 471.37 27.79
WS24-2 7.66 7.38 1.17 348.97 21.67
WS24-3 7.99 9.55 0.93 359.58 25.61
WS121-6 7.08 8.78 0.87 422.25 28.23
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CONCLUSOES GERAIS

Nesse trabalho, técnicas dependentes e independentes de cultivo foram
utilizadas para avaliar a resposta ao estresse hidrico da microbiota associada a
rizosfera de cana-de-agucar CTC9001, resistente a seca. A analise dos dados do
metatranscriptoma revelou que a composigéo taxonomica e funcional da comunidade
microbiana associada a rizosfera foi afetada pelo periodo de estresse hidrico avaliado.
De modo geral, o estresse hidrico provocou uma diminuicdo de grupos bacterianos
conhecidos por promoverem 0 crescimento vegetal, enquanto que as categorias
funcionais mais afetadas pelo estresse hidrico foram associadas a colonizacdo das
plantas e ao metabolismo geral dos micro-organismos. Dessa forma, é possivel
concluir que o estresse hidrico pode afetar as interacdes benéficas de algumas
bactérias com a planta hospedeira. Esses resultados foram observados
principalmente nas amostras submetidas a oito dias de estresse hidrico, condigdo em
que um maior numero de transcritos down regulated foi reportado. Por outro lado, o
estresse hidrico favoreceu o aumento da abundéancia de alguns grupos bacterianos
conhecidos por crescer em ambientes com baixa disponibilidade de 4gua e degradar
difererentes compostos, além de grupos taxonémicos pouco explorados. Os
resultados sugerem que a capacidade de degradar proteinas e utilizar fontes
alternativas de carbono auxiliaram as bactérias a sobreviver em condi¢cdes de
estresse. Entre as bactérias que foram capazes de resistir ao estresse hidrico, o
género Aequorivita se mostrou relevante entre os demais membros da comunidade
microbiana da rizosfera, uma vez que os resultados de correlacbes sugerem uma
interacdo positiva entre os transcritos desse género e o0s 0s acidos organicos
exsudados pela planta (citrico, isocitrico e malico). A taxa de exsudacdo desses
acidos organicos foi maior nas amostras submetidas ao estresse hidrico mais intenso,
sugerindo que esta seja uma das estratégias da variedade resistente de cana-de-
acucar para sobreviver ao estresse.

O estresse hidrico também afetou a comunidade microbiana cultivavel
associada a rizosfera de cana-de-acucar CTC9001, uma vez que foi observado uma
diminuicdo do numero total de colénias obtidas a medida que o periodo de estresse
hidrico aumentava. No entanto, alguns géneros microbianos puderam ser isolados em
todas as condicOes de estresse e muitos deles apresentaram resultados positivos para

a promocao de crescimento vegetal. Esses isolados sé&o importantes fontes de
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estudos futuros para acelerar o crescimento da cana-de-acUcar e de outras plantas
economicamente importantes.

A comparacao dos dados do metatranscriptoma das variedades CTC9001
(resistente a seca) e RB855536 (sensivel a seca) revelou diferencas importantes na
composicdo e na atividade microbiana da rizosfera entre as duas variedades em
condicbes de estresse hidrico. Essas diferencas ja puderam ser observadas no
periodo mais curto de estresse hidrico avaliado (dois dias) e podem ter sido
influenciadas pelas diferencas na composicdo e na taxa de exsudacgdo dos acidos
organicos liberados pelas raizes das plantas. A variedade resistente de cana-de-
acucar aparenta fornecer condicbes favoraveis para as atividades bacterianas
associadas a mobilidade, colonizacdo e crescimento celular. A variedade sensivel
apresentou grande abundéancia de transcritos associados a proteinas de ligacdo ao
DNA e ao ribossomo, sugerindo modificacdes na regulacdo génica dos membros da
microbiota. Os géneros Streptomyces e Aequorivita responderam de forma diferente
ao estresse hidrico e a presenca dos exsudados radiculares quando associados a
diferentes variedades de cana-de-agucar, sugerindo uma participagdo da planta na

modulacao da atividade microbiana na rizosfera.
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