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Andlise da diversidade bacteriana de Ananas comosus pela abordagem
metagendmica e promocao de crescimento de abacaxizeiros ‘BRS Imperial’

por microrganismos associados ao microbioma de Ananas spp.

Resumo: Nas ultimas décadas muitos estudos tém sido realizados a fim de
compreender que tipo de interacbes ocorrem nos microbiomas associados aos
cultivos de importancia econdmica. Nesse sentido, foi realizada uma investigacao
da estrutura do microbioma associado ao género Ananas em ambiente de
ocorréncia natural e cultivo comercial com abordagem metagendmica 16S. Foram
ainda realizados estudos acerca do uso de microrganismos provenientes do
microbioma associado, na promoc¢ao do crescimento de abacaxizeiros na fase in
vitro e no periodo de aclimatizacdo de plantas micropropagadas. Além disso, 0s
microrganismos com os melhores resultados nas etapas citadas anteriormente
foram testados quanto a capacidade de promocao de crescimento de abacaxizeiros
em canteiro e vasos. Quanto a analise metagendmica, os resultados obtidos
indicam que os solos rizosféricos e as folhas de ambiente natural abrigam maior
abundancia de bactérias, assim como a diversidade populacional revelada pelo
escalonamento multidimensional, diagrama de Venn e indices de diversidade, foi
mais baixa para ambiente cultivado em relacdo ao natural. Além disso, o
microbioma do solo e dos compartimentos das plantas, sédo diferentes entre os dois
ambientes em nivel de filo, familia e género, mas apesar dessa diferenca, alguns
grupos bacterianos foram compartilhados entre os ambientes. Quanto a
microbiolizagcdo em abacaxizeiros in vitro, 0s melhoresresultados foram obtidos em
plantas tratadas com bactérias, com destaque para as de ambiente cultivado, e os
efeitos dessa microbiolizacdo in vitro foram sentidos também na fase de
aclimatizacdo, com o incremento em variaveis de importancia, quando se considera
o crescimento da planta. Nesse mesmo estudo, foi realizado o sequenciamento de
bactérias associadas ao género Ananas e com isso foram identificados géneros de
importancia agricola. Para a os abacaxizeiros em canteiros e vasos, os resultados
obtidos mostraram que a aplicacdo dos mixes de bactérias em canteiros resultou
em plantas maiores e mais vigorosas que o controle, com destaque para o
tratamento a base de bactérias endofiticas, e quando testados individualmente em
vasos, essas bactérias também foram eficientes na promocédo de crescimento. Os

resultados obtidos nesse estudo sdo promissores para aplicacdes futuras em



diferentes etapas do cultivo desta fruteira. Trabalhos futuros deverédo focar do
desenvolvimento de produtos tecnolégicos que permitam o0 uso destes
microrganismos no sistema de producdo do abacaxizeiro, tornando-o mais
produtivo e sustentavel.

Palavras-chave: Metagendmica, abacaxizeiros, microbiolizacdo, promocao do
crescimento.



Bacteria diversity in Ananas comosus using metagenomics and growth
promotion in ‘BRS Imperial’ pineapple by microorganisms associated to the

microbiome of Ananas spp.

Abstract: In the last decades, many studies have been carried out in order to
understand how interactions are in microbiomes associated with economically
important crops. So, an investigation of the structure of the microbiome associated
with the Ananas genus was carried outin natural environment (natural population)
and in commercial cultivation areas through metagenomic 16S analysis. Studies
were also carried outto use of microorganisms from the associated microbiome, to
promote growth of pineapples atthe in vitro phase and in the acclimatization step of
micropropagated plants. In addition, the microorganisms with the best results in
these steps were evaluated for the ability to promote pineapple growth in seed beds
and pots. As for the metagenomic analysis the results obtained indicate that the
rhizospheric soils and the leaves of the natural environment harbor a greater
abundance of microorganisms, as well as the population diversity revealed by the
multidimensional scaling, Venn diagram and diversity indices, was lower for the
cultivated environmentthan the natural one. In addition, the microbiome of soil and
plant compartments are different between the two environments at the phylum,
family and gender level, but despite this difference, some bacterial groups have
been shared between the environments. As for microbiolization in pineapples in
vitro, the best results were obtained in plants treated with bacteria, with emphasis
on those from the cultivated environment, and the effects of this microbiolization in
vitro were also felt in the acclimatization phase, with the increase in variables of
importance, when considering plantgrowth. In that same study, the sequencing of
bacteria associated with the genus Ananas was carried out and with this general of
agricultural importance were identified. For the pineapples in beds and pots, the
results obtained show that the application of mix of bacteria in beds hasresultedin
plants that are larger and more vigorous than the control, with emphasis on the
treatment based on endophytic bacteria and when tested individually in pots, these
bacteria were also efficientin promoting growth. The results obtained in this study
are promising for future applicationsin different stages. Future work should focus

on the development of technological products that allow the use of these



microorganisms in the pineapple production system, making it more productive and

sustainable.

Keywords: Metagenomic, pineapples, microbiolization, promoting growth.



INTRODUCAO

A relacdo das plantas com a comunidade microbiana que as circundatem
sido objeto de vastos estudos na tltima década. A partir desses trabalhos surgem
evidéncias que existe uma rede complexa de relacbes que envolvem interacdes
genéticas, bioquimicas, fisicas e metabdlicas entre a planta, as comunidades
microbianas associadas a ela e o seu meio ambiente (TRIVEDI et al., 2020).

Plantas e microrganismos coexistem com relagdes especificas. As plantas
depositam seu carbono via fotossintese, diretamente no ambiente,
disponibilizando nutrientes & comunidade microbiana, influenciando sua
composicdo e atividades (BERENDSEN et al., 2012). As comunidades
microbianas do solo representam o maior reservatério de diversidade bioldgica
conhecidonomundo até o momento. A rizosfera, € influenciada pelo metabolismo
das plantasvia exsudatos radiculares (PHILIPPOT et al., 2013), e pode conter até
1.011 células microbianas por grama de raiz e mais de 30.000 espécies
procariéticas. Além disso, 0 nimero de genes microbianos presentes na rizosfera
ultrapassa de longe o numero de genes de plantas (MENDES et al., 2013).

Entender a funcionalidade das interagdes planta-microbiomae os fatores
envolvidos na formacdo da comunidade pode levar a uma melhor compreensao,
de como as mesmas podem se beneficiardessa associacdo. (COMPANT et al.,
2019). Esses beneficios estdo relacionados, principalmente aos aspectos de
crescimento, desenvolvimento, nutricdo, doencas e produtividade (MENDES et
al., 2013) e podem ser diretos ou indiretos. Os beneficios diretos, normalmente,
sdo a transformacdao e a translocacao de nutrientes essenciaisnosolo para torna-
los disponiveis para as plantas, como fixacdo de nitrogénio, por exemplo, mas
também a mitigacdo de estresses ambientais, como a seca e a protecdo contra
fitopatbgenos por meio da competicdo, antibiose e producdo de enzimas
hidroliticas (TRIVEDI et al., 2020).

O termo holobionte tem sido usado reconhecendo que o hospedeiro e toda
a microbiota associada interagem e atuam de maneira combinada. As plantas
recrutam ativamente microrganismos altamente diversos, que por sua vez
desempenham func¢des importantes e benéficas para seu hospedeiro com papel

relevante na protecdo das plantas contra pragas e patdgenos, bem como sua



Importanciapara o crescimento da planta e resiliénciaa diversos tipos de estresse
(SESSITSCH etal., 2019).

Por outro lado, os sistemas agricolas atuais tém enfrentado grandes
desafios, quevéao desde as mudancas climaticas, o desenvolvimento demografico
gue eleva a necessidade de maior produtividade, até uma demandacrescente por
uma producéao sustentavel. Essa exigéncia por cultivos mais sustentaveis, implica
em uma reducdo significativa das praticas agricolas com base em defensivos
guimicos, entre outros poluentes.

Aplicar os principios e as potencialidades do microbioma associado as
plantas de cultivos agricolas importantes, com a finalidade de enfrentar esses
desafios, tem tido cada vez mais destaque com avanc¢os importantes nos ultimos
anos (MENDES et al., 2018; LONGLEY etal., 2020).

Esse trabalho busca o uso de microrganismos associados ao género
Ananas, ao qual pertence o abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus (L.)
Merril), fruteira de importancia econdmica no Brasil e no mundo, para a solugao
de problemas, que incluem desde a producdo de mudas até a supressao de
doencas como a fusariose e a murcha do abacaxizeiro. A partir dos estudos de
Souzaetal. (2019) quantificarame compararam a diversidade de microrganismos
cultivaveis existentes no solo rizosférico e em tecidos internos de plantas do
género Ananas oriundasde trés ambientes diferentes: populacfes naturais, areas
cultivadas e uma area de conservacdo ex situ - Banco de Germoplasma de
Abacaxi (Pineapple GB).

O presente trabalho avancou a partir de uma analise metagen6mica que
permitiu observar como os diferentes ambientes influenciam na composi¢éo e
abundanciade bactérias, umestudo de filogenia,assimcomo deixou evidente que
alguns grupos de microrganismos associados ao género Ananas, sao capazes de
promover o crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro em

diferentes etapas.



REFERENCIAL TEORICO

Importancia do microbioma

O aumento da produtividade agricola juntamente com a necessidade de
sistemas de producdo mais sustentaveis, tornou-se um desafio concreto para os
cultivosde importancia econdémica. A manipulacdodas func¢des domicrobioma no
contexto da producéao agricola tem grande potencial para fornecer solucdes para
os principais desafios atuais relacionados a seguranca alimentar, degradacao
ambiental e aumento de produtividade dos cultivos voltados para alimentacao e
agricultura. Essa € uma abordagem potencialmente viavel para a préxima
revolucdo verde e com viés ambientalmente sustentavel.

Fatores abiéticos modulam a estrutura funcional e a diversidade do
microbioma associado a planta, entre esses fatores estao: propriedades do solo,
estado nutricional do solo e condicBes climaticas. Além disso, fatores bidticos
como a idade da planta ou estagio de desenvolvimento, espécie ou cultivar, e
fitossanidade, igualmente interferem no microbioma associado (BERG; SMALLA,
2009).

Apesar da maioria das pesquisas realizadas estarem mais focadas nas
interacdes entre plantas e microrganismos no ambito da rizosfera, ambiente no
qual a interface raiz-solo € influenciada pela planta via exsudatos radiculares e
pelo microbioma do solo (PHILIPPOT et al., 2013), os microrganismos também
podem colonizar a maioria dos tecidos ou compartimentos das plantas (BERG et
al., 2014).

No microbioma da rizosfera existem desde microrganismos benéficos as
plantas, quanto os fitopatogénicos e os patogénicos ao homem (BERENDSEN et
al., 2012). Berg e Smalla (2009) mencionam que tanto a planta quanto o solo
influenciam a composi¢cdo da comunidade da rizosfera e o nivel de influéncia
depende da espécie/genotipo da planta, de seus metabdlitos e da qualidade do
solo. Estudos recentes mostram que as plantas selecionam 0os microrganismos
gue podem colonizar suas raizes e provavelmente outros 6rgaos (LEBEIS et al.,
2015).



Xiao et al. (2017) descobriram que o microbioma rizosférico € influenciado
principalmente pelotipo de solo e os enddfiticos de raizes séo influenciados pela
espécie de planta. A montagem diferencial do microbioma em diferentes espécies
de plantas é atribuida a variacho no consumo de recursos pela planta
(FITZPATRICK et al., 2018). De acordo com pesquisas as bactérias endofiticas
nao estdo sujeitas a competicdo por nutrientes que normalmente ocorre na
rizosfera, e ttm maior eficiéncia do que bactérias colonizadoras da rizosfera na
promocao do crescimento, absorcdo de agua e na supressao de microrganismos
deletérios, em raz&o de se encontrarem no interior do sistema radicular (SANTOS
et al., 2005).

Vandenkoornhuyse et al. (2015) apontam que ha uma necessidade em
compreender como 0s comportamentos de interacdo da planta e microrganismos
evoluiram, além de também entender as funcdes ecologicas destes,
especialmente no que se refere as interacbes bidticas dentro da microbiota
heterogénea que envolve sinalizagcdes moleculares complexas.

De maneira oposta ao que acontece com a rizosfera e também o rizoplano,
as comunidades microbianas que habitam o interior das plantas sdo altamente
especificas. A comunidade endofitica das raizes pode ser muito diferente da
comunidade do solo adjacente. Geralmente, a diversidade da comunidade
endofiticaé menordo que a diversidade da comunidade microbianaforada planta
(SCHLAEPPI et al., 2014). Além disso, o gendtipo da plantadireciona, em parte,
a selecdo dos microrganismos depositando exsudatos especificos na interface
solo-raiz, interferindo no microbiomaassociado (MENDES et al., 2013). Isso indica
gue as plantas desenvolveram mecanismos especificos de recrutamento dos
microrganismos de interesse (FITZPATRICK et al., 2018).

Conheceresses mecanismos em uma espécie cultivada abre uma gama
de aplicacdes e potencialidades, que podem se constituirem uma nova forma de
buscar solugdes para problemas que sao de fato limitantes para a producao deste
cultivo. Aproveitar ao maximo as relacfes mutualisticas € uma perspectiva que se
torna cada vez mais relevante, e que vem gerando informacdes que podem
impactar nas abordagens de plantio das culturas (DUHAMEL,
VANDENKOORNHUYSE, 2013). A resposta da planta ao estresse é influenciada



pela estrutura e composicdo da comunidade do microbioma influenciando e
melhorando a capacidade de resiliéncia.

E nesse contexto que o estudo do microbioma associado ao género
Ananas, onde se encontra 0 abacaxizeiro [Ananas comosus (L). Merrill], pode
trazer alternativas mais sustentaveispara o cultivo.lsso pode se dar, tanto a partir
do uso de microrganismos promotores de crescimento, quanto daqueles que tém
potencial para auxiliar na defesa contra as principais doencas, favorecendo a
obtencédo de plantas com maior vigor e tolerancia a estresses bioticos.

Estudos dessa natureza, para essa fruteira, aindaséo escassos, apesar da
sua importancia. Conhecer essas relagdes/interacbes pode subsidiar futuras
acOes, tanto na abordagem da conservacdo de germoplasma, quanto no

programa de melhoramento genético de abacaxizeiros (SOUZA et al., 2019).

O abacaxizeiro

O abacaxizeiro € uma frutifera de clima tropical e se desenvolve bem em
uma faixa de temperatura de 22 °C a 32 °C e com uma amplitude térmica, entre,
dia e noite variando de 8 °C a 14 °C. Temperaturas que estejam fora dessa faixa
afetam, de forma significativa o crescimento e a qualidade do fruto. E um cultivo
exigente de luz, ndo tolera sombreamento e apesar de ter varias caracteristicas
anatdmicas e morfologicas que favorecem sua adaptacdo aos climas secos, para
a obtencdo de uma boa producdo de frutos um bom suprimento de agua é
importante. Em areas de seca prolongada, precisa ser irrigado (REINHARDT et
al., 2000). E uma planta sensivel ao encharcamento de solo e que demanda boas
condicbesde aeracdo e drenagem, ja que possuium sistema radicularfragil e que
se estabelece na camada superficial do solo. Adicionalmente, solos encharcados
favorecem o aparecimento de fungos do género Phytophthora.

A principal doenga da cultura do abacaxizeiro no Brasil é a fusariose,
causada pelo fungo Fusarium guttiforme, cujo principal sintoma é a exudacao de
goma a partir da regido infectada. As lesdes na planta se localizam no caule
migrando para a base da folha e infectando também as mudas, principalmente as

do tipo filhote. Essa capacidade que o patégeno tem de infectar o material de



plantio foi o que possibilitou a dispersdo da doenca para as principais regides
produtoras do pais.

Dentre as varias medidas que devem ser implementadas para o controle
da doenca podem ser destacadas a adocdo de variedades resistentes e o0 uso de
mudas comprovadamente sadias para 0s novos plantios, dentre muitas outras
medidas (MATOS, 2003). Na ultima década cultivares resistentes, como a ‘BRS
Imperial’, ‘BRS Vitoria’ e ‘BRS Ajub&’ foram desenvolvidas com a finalidade de
substituira Pérola, que é susceptivel.

Outra doenca importante para o abacaxizeiro é causada pelo Pineapple
mealybug wilt-associated virus (PMWaV), em associacdo com a cochonilha
(Dysmicoccus brevipes) e que se caracteriza por apresentar sintomas que iniciam
no ressecamento das raizes seguido de descoloracdo gradual das folhas e
dobramento dos bordos. Ocorre o encurvamento das folhas na dire¢éo do solo e
as pontas secam perdendo completamente a turgescéncia(GUERRA etal., 2020).
A semelhancado que ocorre com a fusariose, o sistema de propagac&o vegetativo
do abacaxizeiro dissemina a doenca por meio do plantio de mudas infectadas.

Assim, um sistema eficiente para a producdo de mudas sadias é uma das
demandas praticas importantes para o cultivodo abacaxi, que a culturade tecidos,
por meio da micropropagacéo, pode atender. A propagacao in vitro € uma técnica
gque pode incrementar a produtividade de abacaxizeiros, uma vez que possibilita

a obtencdo de uma grande quantidade de mudas sadias e homogéneas.

Micropropagacdo do abacaxizeiro e microrganismos promotores do

crescimento

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a micropropagacéo € a de maior
impacto para a agricultura, além de ser uma 6tima alternativa para os programas
de melhoramento vegetal, agilizando, principalmente o langcamento de novas
cultivares (SOUZA et al., 2013).

Essatécnicatem permitido a producédo de mudas em larga escala de varios
cultivos de importancia comercial e que sdo prioritariamente de propagacao
vegetativa, como canade acucar (ALl et al., 2008; SILVA et al., 2020), platanos e



bananas (ROELS et al., 2005; BELLO-BELLO, 2019), alho (WEN et al.,2020) e
mesmo o abacaxi (SOUZA et al., 2013).

Essa forma de cultivo precisa eliminar os microrganismos de tecidos
internos e externos, para que ndo haja competicio com as plantas em
desenvolvimento, uma vez que esses microrganismos crescem em uma
velocidade muito maior que a planta nos meios de cultura utilizados,
principalmente,fungos e bactérias que se encontramna superficieda planta. Para
gue atécnica seja viabilizada a etapa de desinfestacédo para eliminacédo de fungos
e bactérias é determinante.

Entretanto, apesar de varios relatos comprovarem a presenca de
endofiticos na cultura de tecidos (ABREU-TARAZI et al., 2010; QUEIROZ et al.,
2020, muitos destes microrganismos que poderiam ser benéficos a planta, séo
eliminados na etapa de desinfestacdo. Esses endofiticos podem ser promotores
de crescimento ou mesmo atuar na defesa da planta por meio de diferentes
mecanismos, aumentando suaresiliéncia a estresses variados (DIAS etal., 2009).

Para abacaxizeiro ja existem protocolos consolidados de micropropagacao
com todas as etapas in vitro, estabelecimento, multiplicacdo e enraizamento bem
definidos (SOUZA etal., 2013). Entretanto, plantas micropropagadas precisam de
um periodo de aclimatizacdo imediatamente apds sua remoc¢do do ambiente in
vitro, que lhes permite adaptar-se as condi¢des de cultivoem campo (ARAGON
et al., 2012). A aclimatizacdo de plantas micropropagadas de abacaxi € lenta,
compreendendo um periodo que pode chegar até seis meses, onerando de forma
significativa o preco da muda e dificultando sua adocéo pelos produtores. Assim,
bactérias promotoras de crescimento de plantas podem atuar nessa etapa com a
finalidade de reduzir o tempo das plantas na fase in vitro ou na etapa de
aclimatizacédo (BALDOTTO et al., 2010a).

Estudos preliminares realizados com abacaxizeiros relatam a presenca de
bactérias diazotréficas relacionadas aos grupos Azospirillum amazonense,
Azospirillum lipoferum, Burkholderia spp. que podem ser detectadas em raizes,
caules,folhase frutos de diferentes genétipos (WEBER etal., 1999). Em trabalhos
posteriores WEBER et al., (2003) relataram os efeitos positivos do isolado AB219

de bactéria diazotré6fica sobre o crescimento e o acimulo de nutrientes de mudas



micropropagadas da cultivar Cayenne Champac com impactos, segundo os
autores, sobre o tempo de aclimatizacao.

Baldotto et al. (2010b) sugerem que a promog¢ao de crescimento do
abacaxizeiro pela utilizacdo das bactérias endofiticas e epifiticas pode ser, em
parte, atribuida a fixagdo biologica de nitrogénio. Esses autores relatam que
outros mecanismos podem estar envolvidos, como a biossintese de fito-
horménios da classe das auxinas, a exemplo do acido indol acético (AlA). Relatos
semelhantes foram também mencionados em um estudo conduzido por Weber et
al. (2013), no qual afirmaram que o melhor desempenho de abacaxizeiros na
presenca de bactérias endofiticas diazotréficas pode ser devido principalmente a
producao de fitorreguladores, mas a fixacao biolégica de nitrogénio associada a
bactéria diazotrofica na fruticultura também pode ser um fator contribuinte.

Rizobactérias produtoras de acido indolacético, em associacdo com
diferentes substratos, foram utilizadas na aclimatizacdo de mudas
micropropagadas de abacaxi, com resultados de promocdo de crescimento
guando reaplicadas ao longo do tempo (GONCALVES et al., 2018).

No presente estudo, as plantas micropropagadas utilizadas para 0s
experimentos sdo da cultivar ‘BRS Imperial’, um hibrido desenvolvido pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura, resistente a fusariose, de propriedades
organolépticas excelentes, mas de crescimento mais lento que as variedades
comerciais conhecidas. No caso de mudas micropropagadas, a aclimatizacdo
destas plantas é ainda mais problematica.

O uso dos diferentes microrganismos oriundos do microbioma associado
ao género Ananas, neste trabalho, busca, ndo apenas promover a melhoria deste
desenvolvimento em mudas micropropagadas, como pretende, em um trabalho
posterior, avaliar o potencial desses microrganismos no auxilio da defesa da
planta contra a fusariose e a murcha do abacaxizeiro.

Em vérios estudos se observou o beneficio das bactérias promotoras de
crescimento como agentes de protecdo bioldgica contra patdgenos, sendo
evidenciadareducéo na severidade de algumas doencas (SBRAVATTI JUNIOR
et al., 2013). A utilizagcdo de microrganismos com potencial para promover o

crescimento das plantas pode reduzir o uso de insumos quimicos, promovendo a



producao de forma sustentavel, inclusive em solos salinos (SANTOS et al., 2012).
Estes microrganismos podem também proteger e amenizar os efeitos nocivos
causados pelo estresse hidrico (KAVAMURA, 2012). Mais recentemente varios
trabalhos com essa abordagem tém sido publicados (VURUKONDA et al., 2016;
SANTOS-MEDELIM etal., 2017; ALIE; XIE, 2020).

Técnicas moleculares e a diversidade microbiana

O conhecimento detalhado da diversidade microbiana, abundéncia,
composicao, padrdes de genes funcionais e vias metabdlicas no nivel do genoma
podem auxiliar na compreensao das contribuicdes da comunidade microbiana
para o crescimento e salude das plantas (FADIJIl; BABALOLA, 2020).

As plantas sdo colonizadas por diversos microrganismos que sao
chamados coletivamente de microbiota. Esses microrganismos formam uma
comunidade complexae podem estabelecer intima relacdo com o seu hospedeiro,
gque os pesquisadores tém buscado entender nos ultimos anos, assim como
estudos relacionados. Esse entendimento tem sido possivel, por meio de
metagendmica e de métodos computacionaisque ajudam a responder a questdes
como a composicao, em termos de relacdo evolutiva, composicado e funcdes
taxondmicas e o que controla 0s mecanismos subjacentes de sua associacao.

As técnicas de sequenciamento modernas fornecem informacdes
detalhadas sobre a identidade e a abundéancia relativa dos microrganismos
associados as plantas. Como as sequéncias sdo geradas diretamente da amostra
ambiental, o cultivo de isolados microbianos néo € necessario.

Os avancos na biologia molecular levaram ao desenvolvimento de técnicas
Omicas, que ganharam destaque no estudo da diversidade e abundancia de
microrganismos (BRADER et al., 2017). Com isso tém aberto um imenso tesouro
de diversidade microbianaque tem sido observado na grande maioria dos habitats
investigados. Atualmente sdo encontrados artigos que destacam a importancia da
metagendmica e dos métodos computacionais na andlise de dados sequenciados

obtidos de amostras ambientais dos microrganismos associados a planta.
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Diversas técnicas metagen6micas tém sido estudadas e suas limitacdes
apresentadas. Lucaciu et al. (2019) discutem as diretrizes praticas sobre o0s
aspectos experimentais e computacionais a serem considerados em estudos de
microbioma molecular, técnicas de sequenciamento e “dmicas” com foco nos
requisitos necessarios para adaptar esses métodos a abordagens de pesquisa
individuais.

Um dos avanc¢os do presente trabalho em relagdo ao que foi realizado por
Souza et al. (2019), ja mencionado anteriormente, foi o uso de técnicas de
metagendmica. Essas técnicas permitiram a identificacdo dos tAxons em cada
parte da planta e do solo; a comparacédo entre ambientes, uma analise dos taxons
com abundancia diferencial entre as amostras para classificacao de filo, familia e
género, uma analise de abundéancia de familias e géneros entre os ambientes
estudados, assim como a distribuicdo de géneros de bactérias e arqueobactérias
identificados no solo, raiz, caule e folha.

Essa abordagem e esses novos conhecimentos sobre esse microbioma
associado ao género Ananas abre um enorme potencial de aplicacdo

biotecnoldgica desses microrganismos para o cultivo do abacaxizeiro.

OBJETIVO GERAL

Estudar a composicéo e estrutura da comunidade bacteriana de Ananas
comosus em ambiente de ocorréncia natural da espécie e de cultivo comercial por
analise metagendmica; avaliar o potencial uso de grupos funcionais de
microrganismos associados a Ananas spp. na promoc¢édo do crescimento em
mudas micropropagadas e aclimatizadas de abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’, bem
como avaliar as bactérias provenientes do microbioma funcional de Ananas spp.
na promocao do crescimento em abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’ em canteiro e

vasos.
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Estudo da composi¢&do do microbioma de Ananas comosus em ambiente de

ocorréncia natural e cultivo comercial por metagen6mica 16S

Resumo: A metagendmica é uma técnica molecular que fornece dados de
sequenciamento do DNA de amostras ambientais. Nesse sentido, este trabalho
teve por objetivo estudar a composicao e estrutura da comunidade bacteriana de
Ananas comosus em ambiente de ocorréncia natural da espécie e em ambiente
de cultivo comercial. Para o estudo, as amostras de solo rizosférico e plantas
foram coletadas em dois ambientes, sendo considerado o ambiente de ocorréncia
natural de Ananas comosus da regido de Mata Atlanticaem Ilhéus, Bahia, Brasil
e um ambiente de cultivo comercial onde é realizado plantio extensivo de Ananas
comosus var. comosus cv. Pérola, na cidade de Itaberaba na Bahia, Brasil. Foi
realizada a extracdo de DNA bacteriano em amostras de folhas, caules, raizes e
solo. A analise metagendmica da comunidade bacteriana foi realizada com base
no gene 16S. A diversidade microbiana foi obtida a partir da plataforma de
sequenciamento lllumina-MiSeq, utilizando o método de extremidade pareada de
pequenos fragmentos para sequenciamento e constru¢cdo das bibliotecas. Os
resultados indicam que os solos rizosféricos e as folhas de ambiente natural
abrigam maior abundancia de microrganismos. Além disso, o microbioma do solo
e dos compartimentos das plantas, sédo diferentes entre os dois ambientes, mas
apesar dessa diferenca, alguns grupos bacterianos foram compartilhados entre os
ambientes, como Acidobacteria, Actinobacteria e Proteobacteria. Esse estudo
mostrou as diferencasemtermos de ocorrénciae abundanciados microrganismos
nos ambientes natural e de cultivo comercial associados a Ananas e as
informacdes levantadasaquiséo relevantes para umanovaabordagem de plantio
gue considera a manipulagcdo do microbioma associado como estratégia para o

beneficio das culturas.

Palavras-chave: microrganismos, sequenciamento, diversidade.
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Study of the Ananas comosus microbiome structure in natural and

commercial cultivation environments using 16S metagenomics

Abstract: Metagenomics is a molecular technique which allows to investigate the
DNA of environmental communities. The objective of the presente work was to
study the composition and structure of the bacterial community of Ananas
comosus in natural and comercial environments. Samples of rhizospheric soil and
plants were collected in two environments of the Atlantic Forest in Ilhéus, Bahia,
andin a cultivated environmentwith extensive plantation of Ananas comosus var.
comosus cv. Pérola in the city of Itaberaba, Bahia. Bacterial DNA extraction of
leaves, stems, roots and soil was carried out. Metagenomic analysis of the bacteria
community was carried outusing the 16s. The microbial diversity was obtained by
the lllumina-seq platform using pair-end technique for library construction. Results
indicate that rhyzospheric soils and leaves from the natural environment consists
of higherabundance of microorganisms. Furthermore, the microbiome of the soil
and layers of the plants are different in both environments, with some bacteria
clusters shared among them, such as Acidobacteria, Actinobacteria and
Proteobacteria. This study showed the diferences in terms of occurrence and
abundance of microorganisms in natural and comercial cultivated environments
associated to Ananas and the information gathered is relevantfor a new approach
of pineapple plantations which consider manipulation of the associated

microbiome as a strategy to beneficiate plants.

Key-words: microorganismos, sequencing, diversity.
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INTRODUCAO

As plantas, por meio de nutrientes exsudados, atraem um grande namero de
microrganismos (BRADER et al., 2017), que colonizam principalmente o sistema
radicular, e em menor grau as folhas,sementes e partes internasda planta (LEVY
et al., 2018), os quais podem desempenharum papel fundamental na regulacéo
dafisiologia,bem como interferirem diversas funcdes (BERENDSEN etal., 2012).
As interacOes estabelecidas entre microrganismos e plantas podem gerar uma
gama de novos fenétipos, sem alterar as informacdes genéticas das plantas
(WEY; JOUSSET, 2017). Entretanto a alteracdo do fenoétipo da planta ocorre
dependente dos fatores bioticos e abidticos (KROLL et al., 2017).

Microrganismos associados as plantas podem ser classificados como
patogénicos ou nao patogénicos. Os patogénicos, no entanto, recebem atencéo
especial dos cientistas devido a suaimportancia econdémica (FADIJI; BABALOLA,
2020). Quando considerados ndo patogénicos, a associacao estabelecida pode
ser benéfica, comensal ou simplesmente neutra (JONES et al., 2019). E
importante salientar que, em certas condi¢des, as plantastambém se beneficiam
dos inumeros genes e proteinas presentes nesses microrganismos (FADIJI;
BABALOLA, 2020).

Estudos, cada vez mais numerosos, tém destacado a importancia do uso
dos recursos como solo e plantas, presentes em ambientes naturais, a fim de
melhorar o desempenho das culturas (PINEDA et al., 2017; KLEIJN et al., 2018),
por meio do uso do microbioma diversificado existente nesses ecossistemas, 0s
quais apresentam interacOes/relacbes com microrganismos que podem ser
favoraveis em ambientes agricolas (MARIOTTE et al., 2018).

Em periodos anteriores néo era possivel estudar a fundo a composicéo da
comunidade microbiana e suas fun¢des. Os métodos utilizados inicialmente eram
dependentes de cultivo, e na dinamica do solo e planta, habitam muitos
microrganismos que néo séo cultivdveis em meios de cultura em laboratério. No
entanto, com o avanco das técnicas biotecnoldgicas, principalmente técnicas de
highthroughput, esses estudos se tornaram possiveis (LEVY et al., 2018). Em

termos praticos, as abordagensdiversificadas queintegram o que se conhece nos
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dias de hoje por metagendmica, incluem a caracterizacdo de comunidades
microbianas, com a utilizacdo de métodos independentes de cultivo, por meio da
aplicacao de técnicas de analise em alta escala (LEVY et al., 2018).

Pesquisasrelacionadas adiversidade e abundanciade microrganismos por
meio da utilizacdo de técnicas dmicas, tem se destacado devido aos avang¢os no
campo da biologia molecular (ALAWIYE; BABALOLA, 2019). Nesse contexto, as
pesquisas metagendmicas podem empregar uma abordagem de sequenciamento
diferenciada, a dependerdo tipo de amostra ambiental estudada. Esses estudos
exploratérios tém se consolidado como importantes ferramentas para
compreensdo de amostras ambientais, desde o entendimento da histéra
evolutiva, até a biodiversidade estrutural, funcional e ecolégica (SHOKRALLA et
al.,, 2012) que, juntamente com o avanco das ferramentas computacionais,
possibilitam aos pesquisadores o aumento da compreensao das interagdes entre
os fitomicrobiomas. Consequentemente, esse conhecimento derivado pode
fornecer estratégias para o usode microrganismos promotores do crescimento de
plantas em campo (MITTER etal., 2016).

O conhecimento sobre a composicdo, estrutura e dinamica das
comunidades microbianas é de fundamental importancia para uma agricultura
sustentavel e inovadora. Nesse sentido, o trabalho teve por objetivo estudar a
composicdo e estrutura da comunidade microbiana de Ananas comosus em

ambiente de ocorréncia natural da espécie e em ambiente de cultivo comercial.

MATERIAL E METODOS
Coleta das amostras

As amostras de solo rizosférico e de tecidos vegetais de plantas de Ananas
comosus foram coletadas em dois ambientes distintos: a) ambiente de ocorréncia
natural de Ananas comosus var. comosus na regiao de Mata Atlantica na cidade
de llhéus, Bahia, localizada a 14°43’26” S, 39°10’14” W, (Figura 1. A) e b)
ambiente de cultivo comercial onde é realizado plantio extensivo de Ananas
comosus var. comosus cv. Pérola, na cidade de Itaberaba, Bahia (Figura 1. B),
localizadaa 12° 26' 35.8" S, 040° 13'05.8" W. Segundo aclassificacdo de Képpen-
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Geiger, o clima em Ilhéus é classificado como Af (tropical-Gmido ou equatorial),
com temperatura média anual de 24,5 °C e pluviosidade média anual de
1946 mm. Ja nacidade de Itaberaba, o clima é classificadocomo BSh (semi-arido
guente). A temperatura média anual é 24,4 °C e a pluviosidade média anual de
747 mm.

As amostras foram armazenadas e transportadas em condicfes estéreis e
conduzidas ao laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. As amostras de tecido vegetal (folha, caule e raizes) foram
fragmentadas e as fragcdes de solo rizosférico foram separadas. Em seguida, as

amostras foram embaladas, identificadas e armazenadas a -80 °C para posterior

extracdo de DNA metagenomico.

Figura 1. Representacdo de Ananas comosus nos ambientes de ocorréncia. A.
Ananas comosus em ambiente natural (Mata Atlantica-llhéus, BA). B. Ananas
comosus var. comosus cv. Pérola em ambiente de cultivo comercial (Itaberaba,
BA). Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

Extracdo de DNA bacteriano a partir do material vegetal e solo rizosferico

A extracdo de DNA das amostras de folhas e caules foi realizada pelo
método CTAB proposto por Doyle & Doyle (1990) com adaptacdes. Ja as
amostras de raizes foram extraidas utilizando-se o método proposto por Murray &

Thompson (1980) com adaptacdes. O DNA bacteriano das amostras de solo foi
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extraido de 0,25 g e tecido utilizando o DNeasy Powersoil kit (QIAGEN), seguindo
as instrucdes do fabricante.

As extragcBes foram realizadas até a obtencéo da concentracdo de DNA de
30 ng pL -1. Em seguida, as amostras de DNA foram mantidas a -20 °C até a sua
utilizacdo. Ao todo, foram preparadas 16 amostras de DNA, sendo duas réplicas
técnicas de cada amostra de solo rizosférico, raizes, caule e folhas considerando

0os ambientes de ocorréncia natural e cultivo comercial de Ananas comosus.

Analise Metagen6mica para estudo do microbioma: Sequenciamento do

gene 16S e analise de bioinformética

A anélise metagendmica da comunidade bacterianafoi realizada com base
no gene 16S. A diversidade microbiana foi obtida a partir da plataforma de
sequenciamento lllumina-MiSeq (CDgenomics, Shelby, NY, USA), utilizando o
método de extremidade pareada de pequenos fragmentos para sequenciamento
e construcao das bibliotecas. Os amplificadores foram executados na plataforma
lllumina-MiSeq para gerar raw reads de 300 pb (pares de bases), com o qual foi
gerada a andalise automatica preliminar dos dados a partir do software MiSeq
Reporter (MSR) v2.6. O processamento especifico consistiu nas seguintes etapas:
-Leituras de extremidades pareadas foram atribuidas a uma amostra por seu
codigo de barras exclusivo, e o codigo de barras e a sequéncia do primer foram
entdo truncados. As leituras de extremidades pareadas foram mescladas usando
FLASH (V1.2.7), que é uma ferramenta de analise para mesclar pares de leituras
guando osfragmentosde DNA originaissdomenoresque o dobro do comprimento
das leituras. As sequéncias de juncéo obtidas foram chamadas de tags brutas ou

raw tags.

- A filtragem quanto ao controle de qualidade das tags brutas foi realizada com
base no programaTrimmomatic v 0.33. Apods a filtragem, as tags limpas de alta

gualidade, foram processadas e as sequéncias analisadas.
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Processamento e analises das sequéncias

As sequéncias brutasforam processadas usando o software DADA2 versao
3.11 no RStudio versao 4.0.0, seguindo a estratégia descrita por Callahan et al.
(2016). Os reads R1 e R2 foram truncados para um comprimento de 150 pb, e os
reads de baixa qualidade foram removidos. Usando aprendizado de maquina, os
erros dos reads foram identificados e em seguida removidos. Os reads R1 e R2
foram unidos usando DADAZ2 :: mergePairs e as quimeras removidas usando
DADAZ2 :: removeBimeraDenov. A atribuicdo taxondmica foi realizada usando o
banco de dados SILVA v132, em seis niveis taxondmicos (QUAST et al., 2012).
As andlises da comunidade microbiana das amostras foram feitas em seguida
usando o Phyloseq 1.24.2 (MCMURDIE; HOLMES, 2013), também no RStudio.
Os taxons com classificacdo taxondmica atribuida como “Mitochondria” e

“Chloroplast’ foram removidos.

Anélise de diversidade

A Diversidade Alfa foi estimada para cada amostra pelo calculo dos indices
de diversidade de Simpson e Shannon usando o phyloseq :: plot_richness no
RStudio. A comparacgdo do microbioma entre as amostras, por meio do calculo da
Diversidade Beta, foi realizada pela anéalise multidimensional NMDS (Non -Metric
Multidimensional Scaling) com base na presenca e auséncia de OTUs
(Organizational Taxonommic Unit) usando a distancia de Jaccard com o pacote
phyloseq :: ord.nmds.bray. Essa metodologia separa as OTU’s em clusters de
organismos tendo como base o sequenciamento de DNA para definir “espécies”
em diferentes niveis taxondmicos (HUGHES et al., 2002; WU et al., 2014). Os
graficos de barras, foram construidos para apresentar os taxons mais abundantes,
usando phylose :: prune_taxa.

A analise estatistica dos indices de diversidade foi realizada no programa
GraphPad Prisma 5.0. Inicialmente foi realizada a anélise de distribuicdo dos
dados pelo teste de Kolmogorov - Smirnov. Confirmado o perfil de distribuicéo

gaussiano dos dados, para comparar os dados de ambiente natural com o
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ambiente cultivado das diferentes partes da planta e solo, foi utilizado o teste-T.
Os dados foram considerados significativamente estatisticos para p-valor menor
que 0.05.

RESULTADOS

Andlise de diversidade

Um total de 5251 unidades taxondmicas de bactérias e arqueobactérias
foram obtidas no sequenciamento de todas as amostras. Para avaliar a qualidade
das replicatas e a diferenca entre amostras biol6gicas, uma projecdo em
escalonamento multidimensional baseado nos taxons identificados em cada
replicata foi realizada, utilizando a distancia de Jaccard para calcular a
similaridade e diferenca global dos grupos experimentais (Figura 2). As replicatas
utilizadas possuem boa qualidade demonstrada pela proximidade dos pontos de
replicatas das mesmas amostras no grafico da Figura 2. Além disso, pode-se
observar maior diferencaentre as amostras de solo e folhnade ambiente cultivado,
das amostras de ambiente natural. Porém, as amostras de caule e raizes foram
mais homogéneas quanto a presenca e auséncia de taxons identificados pela

anélise metagenémica.
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Figura 2 - Projecdo das amostras em grafico de escalonamento muldimensional
(NMDS) calculados utilizando a distancia de Jaccard. Os formatos dos simbolos
representam o ambiente natural (circulo) e de cultivo (quadrado). As cores
representam o solo ou partes diferentes das plantas analisadas.

No diagrama de Vennrepresentadonafigura3, as diferentesamostras séo
representadas por cores distintas. E possivel observar que as sobreposicdes entre
os diferentes padrdes de cores representam o numero de OTUs compartilhados
entre as duasamostras, enquanto que a parte nao sobreposta simbolizao namero
de OTUs exclusivos pertencentes a amostra relacionada.

Na figura 3 quanto ao numero de tdxons presentes, 0 solo rizosférico de
Ananas comosus de ambiente natural apresentou um maior namero de taxons
individuais (728) em comparagdo com o solo rizosférico de Ananas comosus de
cultivo (607), apesar disso, os dois tipos de solo apresentaram um grande nimero
de tdxons compartilhados (1276). O mesmo ocorreu para as raizes de Ananas

comosus de ambiente natural, que apresentou maior nimero de taxons individuais
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(78) do que as raizes de Ananas comosus de ambiente cultivado (40), com um
total de 518 taxons compartilhados.

Excecédo ao que ocorreu para as demais amostras, o caule de Ananas
comosus de ambiente natural exp6s menor namero de taxons individuais (28)
comparado ao caule de Ananas comosus de ambiente cultivado (45). No entanto,
ambas as amostras compartilharam um elevado namero de taxons semelhantes
(159).

Nas folhas de ambiente natural foi encontrado grande numero de taxons
especificos (327) quando comparados ndo apenas a amostra correspondente de
folha de ambiente cultivado (69), mas também as amostras de caule e raizes
provenientes do mesmo ambiente. As folhas de ambos o0s ambientes

apresentaram 174 taxons compartilhados.
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Figura 3 - Diagrama de Venn apresentando os tdxons compartilhados e

especificos entre 0os grupos experimentais analisados. A) Solo. B) Raiz. C) Caule.

D) Folha.
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Os indicesde diversidade de Shannon, guerepresentaa diversidade global
de cada amostra, e de Simpson, que representa a dominancia de taxons, foram
calculados para cada grupo experimental (Figura4). A comparacao estatistica dos
indices de diversidade entre as partes da planta e solo de ambientes natural e
cultivado, foi realizada pelo teste-T. O solo e a raiz apresentaram maiores indices
de Shannon do que as demais partes de planta. Houve diferenca significativa
apenaspara raiz e folha,no qualem ambas as partes de plantas possuiram maior
diversidade das amostras obtidas do ambiente natural quando comparado com o
ambiente cultivado. Quanto ao indice de Simpson, ndo houve diferenca

significativa entre dominancia de taxons para as amostras analisadas.
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Figura 4 - Analise dos indices de diversidade dos grupos experimentais. A) Solo.
B) Raiz. C) Caule. D) Folha. O simbolo * representa p-valor menor do que 0.05

calculado pelo teste-T.
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Distribui¢c&do taxonGmica

As informacgdes de abundancia em cada nivel taxonémico, e os graficos de
estrutura da comunidade microbiana de cada nivel foram desenhados pela
ferramenta de linguagem R. As sequéncias encontradas das amostras foram
comparadas com bibliotecas de organismos conhecidos. No processo de analise
obteve-se a formacgéo das afiliagbes taxonOmicas das amostras. No histograma
tem-se apenas a abundancia das principais taxonomias detectadas e o0s
organismos que ndo receberam nenhuma atribuicdo quanto a sua classificacdo
taxondmica, foram classificados como “NA”, taxon ndo assinalado.

A anédlise dos tdxons com abundancia diferencial entre as amostras foi
realizada para classificacao de filo, familia e género. A distribuicéo dos filos de
bactérias e arqueobactérias mais frequentes em cada amostra pode ser
observada na Figura 5.

A anélise do solo possibilita a observacao de aumento da abundancia de
Acidobacteria e reducéo de Actinobacteria em solo natural em relacdo ao solo
cultivado. Além disso, bactérias dos filos Chloroflexi, FCPU-426 e WPS-2 foram
identificadas especificamente no solo cultivado.

As raizes dos dois ambientes analisados compartilharam os filos
Actinobacteria e Proteobacteria. No entanto, a presenca de Acidobacteria e
Epsilonbacteraeota foi especifica naraiz de ambiente natural, parte da planta que
apresentou maior diversidade neste ambiente quando comparado ao ambiente
cultivado. Além disso, também foi observada reducdo de Actinobacteria e
expansdo de Proteobacteria naraiz de ambiente natural. J& em caule de ambiente
natural,foi detectado apenas Proteobacteria, filoencontradotambém em caulede
ambiente cultivado, além da presenca de Acidobacteria e Actinobacteria para o
altimo ambiente citado.

Em folhas de ambiente natural foi também observada uma maior
diversidade de filos. Nesta parte da planta, o ambiente natural apresentou
presenca de Actinobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes e Proteobacteria, nao

detectado noambiente cultivado. Neste Gltimo, o filo predominante foi Tenericutes.
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Figura 5 - Distribuicéo dos filos de bactérias e arqueobactérias identificados nos

grupos experimentais. A) Solo. B) Raiz. C) Caule. D) Folha.

A analise de abundancia de familias (Figura 6) indicou que em solo natural
ha presenca de Acidobacteriaceae, Acidothermaceae, Beijerinckiaceae,
Chitinophagaceae, Solibacteraceae, sendo a maior abundancia de

Acidobacteriaceae, Chitinophagaceae e Solibacteraceae, enquanto em solo
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cultivado foram encontrados Acidothermaceae, Chitinophagaceae,
Micrococcaceae e Streptococaceae, com maior abundancia da familia
Streptococcaceae.

Raizes de ambiente natural & semelhanca das amostras de solo, também
apresentaram maior abundancia de bactérias da familia Solibacteraceae, em que
também foram detectadas sequéncias correspondentes a Xanthobacteraceae e
as amostras de solo cultivado apresentaram enriquecimento de bactérias da
familia Streptococcaceae. Por outro lado, Xanthobacteraceae também foi
abundante em caule de ambiente natural, enquanto Enterobacteriaceae e
Nocardiaceae foram mais abundantes em caules de ambiente cultivado.

Folhas de ambiente natural também foram enriquecidas de familias
bacterianas incluindo Microbacteriaceae, Micrococcaceae, Micromonosporaceae,
Streptococcaceae e Xanthobacteraceae. No entanto, em folhas de ambiente
cultivado néo foram detectadas sequéncias correspondentes a nenhuma familia

de bactérias.
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Figura 6 - Distribuicdo de familias de bactérias e arqueobactérias identificados
nos grupos experimentais. A) Solo. B) Raiz. C) Caule. D) Folha. NA, taxon néo

assinalado.
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Em nivel de género tem-se a distribuicdo das bactérias que séo
diferencialmente abundantes entre o0 ambiente natural e cultivado (Figura 7). Em
solo natural foram detectados o0s géneros Acidothermus, Arsenicitalea,
Bryobacter, Candidatus_Solibacter, Edaphobacter e Roseiarcus. Enquanto no
solo cultivado foram detectados o0s géneros Acidothermus, Arcobacter,
Candidatus_Koribacter, Conexibacter e Tumebacillus,sendoo Conexibacter mais
abundante nesse ambiente. Em raiz, o género Bryobacter foi dominante em
ambiente natural, enquanto o Conexibacter foi 0 mais abundante em ambiente
cultivado.

Em caule, 0 género Nitrobacter foi mais abundante em ambiente natural e
os géneros Escherichia/Shigellae Rhodococcus foram presentes especificamente
em ambiente cultivado. Em folhas de ambiente natural os géneros mais
abundantes foram  Nitrobacter, Pseudarthrobacter,  Streptococcus e

Verrucosispora.
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Figura 7. Distribuicdo dos géneros de bactérias e arqueobactérias identificados

nos grupos experimentais. A) Solo. B) Raiz. C) Caule. D) Folha. NA, taxon néo

assinalado.
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DISCUSSAO

Anadlise de diversidade

Nosso trabalho € o primeiro relato sobre a composicdo microbiana
associada ao género Ananas com uma abordagem metagenbmica e visa
contribuir para a compreensao da dinamica dos microbiomas.

Utilizando-se a distancia de Jaccard (Figura 2) foi observado que a
microbiota de ambiente cultivado € mais homogénea, ou seja, 0os simbolos que
representam as amostras de solo e das diferentes partes da planta encontram-se
mais proximos. Em contrapartida, a microbiota presente no ambiente de
ocorréncia natural de Ananas comosus, representada pelo solo, raizes, caule e
folhas, € mais heterogénea. Outro fato interessante € que as amostras de raizes
dos ambientes de ocorréncia natural e cultivo comercial encontram-se proximas
no grafico, indicando a semelhanca existente entre a microbiota dos dois
ambientes para as diferentes amostras, bem como a semelhanca existente entre
a microbiota do caule dos dois ambientes e a proximidade da microbiota de caule
com a microbiota de raiz.

Devido a proximidade do solo rizosférico com as raizes na planta, a
microbiota associada poderia até ser mais semelhante, no entanto, foi observado
gue em ambos os ambientes a microbiota € menos homogénea, e esse fato é
mais evidente para o ambiente de ocorréncia natural.

Semelhantemente, Bulgarelli et al. (2015) ao estudar o microbioma da
rizosfera e raizes de cevada, observaram que os diferentes microhabitats sdo
colonizados por comunidades com perfis taxonomicamente distintos, que
emergem do solo por diferenciagéo progressiva. Por isso, mesmo amostras de
uma mesma planta podem apresentar uma comunidade microbiana diversa.

A diferenga entre as comunidades microbianas, evidenciada pela natureza
heterogénea da microbiota de ambiente natural pode ser entendida pelo fato dos
recursos biolégicos presentes naturalmente no solo favorecem as relagbes do
sistema solo-planta, os quais ocorrem sem interferéncia antropica. Dessa forma,

0s microrganismos trabalham ativamente realizando fun¢ées fundamentais. Ja no
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ambiente de cultivo comercial, a pratica de monocultivo é recorrente e a parte
biolégica do solo e sua configuracéo é alterada. A parte biologica do solo em um
sistema agricola homogeneizado trabalha de forma menos eficiente e os
microrganismos presentes sdo menos diversificados.

Em consonéanciacom o que foi observado, Philippotet al. (2013) citam que
no ambiente natural ha uma menor interferéncia das acdes humanas, o que por
suavez o torna uma fonte de microrganismos benéficos que coevoluiram com as
plantas.

No presente trabalho foi observada maior diversidade de tAxons em solo e
folhas de ambiente natural em relacdo ao ambiente cultivado (Figura 3 e 4).
Existem relatos de que alguns ambientes experimentaram perdas de espécies
com a adicdo de fertilizantes no solo, pratica que é comumente utilizada em
sistemas de producéo agricola, a exemplo do que é realizado para producéo de
culturas como o abacaxizeiro. Suding et al. (2005) mostraram perda da
diversidade a medida em que houve aumentonaproducéo. Foi relatado ainda que
espécies raras costumam ser perdidas por causa da fertilizacdo do solo. O risco
de perda de espécies devido a fertilizacdo foi maior que 60% para as espécies
raras a 10% para as espécies mais abundantes. Simbiontes fixadores de N, e os
de origem nativa, também experimentaram aumento do risco de extin¢cao apos a
fertilizagdo, independentemente de sua abundancia inicial. Nesse contexto,
nossos resultados estdo em conformidade com o que foi relatado, onde os dados

apresentam menor diversidade relacionada ao ambiente cultivado.

Distribui¢céo taxondmica

Foi realizada também andlise de abundéancia para as amostras dos
diferentes ambientes em nivel de filo, familia e género. O principal filo bacteriano
encontrado em todas as amostras analisadas foram as Proteobacterias, com
excecdo a folha de ambiente cultivado, sendo mais abundante em solo, raiz, e
caule de ambiente natural, e de igual modo em caule de ambiente cultivado.
Segundo Scholoss et al. (2011), as Proteobacterias sao consideradas o grupo

bacteriano mais abundante no solo. Em consonancia Preheim et al. (2013), em
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um estudo realizado a fim de analisar a diversidade de bactérias do solo a partir
do sequenciamento do gene 16s, descobriram que nas amostras analisadas as
Proteobacterias constituiam 48,6% do total de bactérias. Estudos apontam que
esse filo engloba organismos de uma enorme diversidade morfoldgica, fisioldgica
e metabdlica, e desempenham um papel significativo nos ciclos do carbono,
nitrogénio e enxofre do solo (KERSTERS et al., 2006; ACOSTA-MARTINEZ etal.,
2010). Ainda, Fierer et al. (2007) relataram a abundancia de Proteobacteria
correlacionada com taxas de carbono mineralizado em regides quentes.

De forma semelhante, Bulgarelli et al. (2015) analisaram o microbioma
associado de acessos selvagens e domesticados de Hordeum vulgare pela
combinacdo dos métodos de sequenciamento do gene 16S e por shotgun e
identificaram em suas amostras a dominancia das sequéncias correspondentes
aos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes no solo rizosférico e
também em raizes.

Sequénciascorrespondentes a Actinobacteria foram detectadas em ambos
0s ambientes estudados e na maior parte das amostras, com excec¢ao de caule
de ambiente natural e raizes de ambiente cultivado, sendo este filo dominante em
solo e raiz de ambiente cultivado,bem como em folhade ambiente natural. Zucchi
et al. (2011) relatam que bactérias desse filo estdo amplamente distribuidas na
natureza, e devido as varias aplicacdes biotecnoldgicas a que se destinam,
relacionadas ao resultado de suas atividades metabdlicas, esse grupo tem
recebido especial aten¢do. Essas bactérias também tém sido frequentemente
associadas a decomposicao da matéria organica dos solos, exercendo um papel
fundamental na manutencdo dos ecossistemas (ACOSTA-MARTINEZ et al.,
2008).

Gao e Gupta (2012) relatam que no dominio das bactérias o filo
Actinobacteria € um dos maiores e mais antigos. Esse taxon bacteriano € um dos
mais abundantes no solo e habitam uma ampla gama de ambientes, incluindo os
extremos como o0s solos desérticos (MAESTRE et al., 2015; DELGADO-
BAQUERIZO et al., 2017; HO et al., 2017). Inclusive algumas espécies de
Actinobacteria sdo endofiticas, e proporcionam multiplos beneficios para as
plantas influenciando na satde e nutricdo (ARAUJO et al., 2020), assim como foi



41

observado neste trabalho a presenca dessas bactérias ndo apenas no solo, mas
também nos diferentes compartimentos das plantas. A atual percepcao das
funcdes potenciais das actinobactérias é fundamentada em microrganismos que
podem ser cultivados, e esses refletem apenas uma parcela da diversidade
existente em amostras ambientais (GOMEZ-ESCRIBANO et al., 2016).

Se sequéncias correspondentes a Actinobacteria foram mais abundantes
em solo e raizes de ambiente cultivado, o oposto foi observado para o filo
Acidobacteria, o qual foi detectado em maior abundancia em solo e raizes de
ambiente natural. Organismos cultivaveis desse filo s&o oligotréficos, e
respondem negativamente aos aumentos em carbono e pH (RODRIGUES et al.,
2013).

E sugerido que existe uma relacdo ecoldgica entre Acidobacteria e
Proteobacteria porque elas sdo frequentemente observadas como intimamente
associadas umas as outras no ambiente, e podem influenciara posicdo uma da
outra na comunidade (KIELAK et al., 2016). Certos grupos de Proteobacteria
foram associados a estilos de vida copiotréficos e, dada essa associagdo, Smit et
al. (2001) levantaram a hipotese de que a proporcdo entre Proteobacteria e
Acidobacteria pode fornecer informacdes sobre o estado geral de nutrientes dos
solos. Baixas razdes entre esses grupos seriam indicativas de solos oligotréficos,
enquanto altas razBes seriam observadas em condi¢cdes copiotréficas (que
prosperam em condicfes de disponibilidade elevada de C e exibem taxas de
crescimento relativamente rapidas). Kielak et al. (2009) também relataram sobre
a proporcado de Acidobacteria significativamente menor na rizosfera, rica em
nutrientes, do que no solo, confirmando seu estilo de vida oligotréfico. Resultado
semelhante foi observado nesse trabalho.

Um grupo de ocorréncia nas amostras de solo dos dois ambientes e folha
de ambiente natural foi Bacteroidetes, no entanto em pequena propor¢cdo em
todas elas, assim como Ramirez et al. (2010) identificou esse mesmo padrao em
diferentes amostras de solo. Foi mostrado que Bacteroidetes, Actinobacteria e
Proteobacteria tem sua abundéancia relativa aumentada ao longo do gradiente de

concentracdo do Nitrogénio, indicando que esses sdo taxons copiotroficos, em
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contraste houve um declinio na abundancia de Acidobacteria (FIERER et al.,
2007; EILERS et al., 2010),um grupo que muitas vezes € considerado oligotrofico.

Os grupos bacterianos Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria e
Firmicutes sdo importantes participantes no ciclo do carbono (LI et al., 2017;
ZHENG et al., 2017; DENG et al.,, 2018), enriquecendo o solo onde estédo
inseridos, e isso ocorre independentemente do ambiente em que estiverem
presentes ou do uso da terra. Embora os solos e partes das plantas
compartilhassem alguns grupos bacterianos, foram verificadas diferencas na
abundancia microbiana em todas as amostras, sendo verificados grupos
dominantes. Grupos dominantes que abrangem mais que uma pequena
porcentagem do numero total de células em uma comunidade terdo uma
representacdo maior no conjunto de dados, e podem ser estudados mais a fundo.

Carbonetto et al. (2016) afirmam que solos cultivados sdo ambientes mais
heterogéneos do que solos néo cultivados. As praticas agricolas realizadas
periodicamente em solos cultivados como o revolvimento do solo, a fertilizagéo e
a aplicagdo de pesticidas, geram mudancas temporais e espaciais nas
propriedades quimicas do solo e, portanto, na disponibilidade de nutrientes e
acessibilidade por microrganismos. As bactérias dominantes neste tipo de solo
devem ser adaptadas a heterogeneidade do ambiente. Esses microrganismos
devem ser capazes de ajustar a ingestao de carbono e nitrogénio de acordo com
suas necessidades metabdlicas sob frequentes mudancas externas. Este parece
ser o caso de Actinobacterias, que foram mais abundantes nesse ambiente,
sugerindo uma estratégia ecolégica generalista.

Esta competicdo, noentanto, seria menos acirrada em solos n&o cultivados
devido a maior homogeneidade e um gradiente de nitrogénio menos marcado
devido a falta de fertilizagdo e formas de matéria organica mais recalcitrantes
(CARBONETTO et al., 2016).

Outras sequéncias analisadas exclusivas de solo de ambiente cultivado
foram WPS-2, FCPU426 e Chloroflexi, embora em menor proporcao.
Microrganismos especificos podem ser enriquecidos a partir do ambiente
circundante, também, atraidos por exsudatos de raiz contendo carboidratos,

proteinas e vitaminas (CHAPARRO et al., 2013). Como resultado disso, cada
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planta abriga até certo grau microrganismos especificos (BERG; SMALLA,
2009; BULGARELLIet al., 2012).

O filo candidato WPS-2 foi relatado em estudos recentes como sendo
organismos abundantes de varios ambientes de solo descoberto. Alguns estudos
sugerem que esse filo inclui bactérias com diversas capacidades metabolicas
(SHEREMET et al., 2020). De modo semelhante, o filo Chloroflexi foi relatado em
alguns estudos prevalecendo em solos pobres e com baixo pH (JANSSEN et al.,
2006; WILL et al., 2010) ou ainda algumas bactérias desse filo que podiam ser
recuperadas do solo tinham taxas muito lentas de crescimento e formagéo de
minicol6nias (DAVIS et al., 2005; DAVIS et al., 2011). Estudos relataram também
gue essas bactérias apresentaram menor abundancia relativa em parcelas com
altos niveis de nitrogénio (FIERER et al., 2012).

Em um estudo, o filo FCPU426 foi negativamente correlacionado com
tripes, que é consideradoumapraga para a culturado crisdantemo e positivamente
correlacionadocom &cido clorogénico, que foi relatado com uma funcao defensiva
contra patdbgenos. No entanto, a variavel altura da planta, foi negativamente
correlacionadacom esse filo. Apesar disso, 0s autores ndo evidenciaramse a falta
de promocéo do crescimento das plantas foi resultado da presenca de patdgenos
ou dos custos gerais da simbiose. Nesse mesmo trabalho foi identificada alta
correlagao entre os filos FCPU426 e Chloroflexi (MA et al., 2019). Em nosso
trabalho, esses dois filos foram detectados apenas em amostras de solo de
ambiente cultivado, o que pode ser umindicativo da co-ocorréncia desses grupos.

A ocorrénciade Epsilonbacteraeotafoi exclusivade raiz natural, bem como
Firmicutes foi exclusivo de folha de ambiente natural e Tenericutes foi exclusivo
de folha de ambiente cultivado.

Firmicutes parece ser umfilo que esta associado a supressao de doencas,
Mendes et al. (2011) relataram que a abundancia de Firmicutes na rizosfera da
beterraba sacarina foi consistentemente associada a supressdo de doencas
radiculares causadas por Rhizoctonia solani. Além disso, foi relatado que o
enriquecimento de Acidobacteria e Firmicutes na rizosfera do trigo, foi

correlacionado com a supressividade de doencgas. O oposto, no entanto, foi
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verificado para Proteobacteria, em que a sua abundancia foi correlacionada
negativamente com a supresséo de doencas do trigo (SANGUIN et al., 2009).

Sequéncias em nivel de familia também demonstraram certas diferencas
na estrutura das comunidades microbianas do solo e de compartimentos da
planta para os diferentes ambientes estudados. Em solo de ambiente natural,
houve o enriquecimento por diferentes familias, no entanto sequéncias
correspondentes a Acidobacteriaceae, Chitinophagaceae e Solibacteraceae,
foram mais abundantes. J& em solo de ambiente cultivado, Streptococaceae foi
mais abundante, assim como em raizes de ambiente cultivado foi observada
dominancia dessa familia.

Bactérias da familia Acidobacteriaceae parecem estar envolvidas em
diferentes atividades no solo. Tang et al. (2021) estudaram como o consaorcio de
amendoim e cana-de-acUcar pode melhorar a qualidade biolégica do solo e
relataram que Acidobacteriaceae subgrupo 1, foi positivamente correlacionado
com a qualidade do solo medida no sistema consorciado. Além disso, esses
resultados sugerem que o consorcio de amendoim e cana-de-agucaraumenta o
teor de N e P disponiveis, aumentando a abundancia de microrganismos
rizosféricos, especialmente Acidobacteriaceae subgrupo 1.

Membros da familia Chitinophagaceae estdo amplamente distribuidos em
diversos habitats (MADHAIYAN et al., 2015). Em uma investigagdo com cepas de
Chitinophagaceae isoladas de solo rizosférico de leguminosas, foi mostrado que
a inoculacéo de plantas com essas cepas aumentou significativamente o indice
de vigor da plantulae a biomassa em sementes de canola, e ainda mostrou
resultados de promocéo de crescimento de tomate e do amendoimcom aumentos
significativos na biomassa. Além disso, o teor de nutrientes vegetais (N, P e C)
aumentou significativamente em plantas de tomate e amendoim inoculadas com
a cepa Vu-144T7. Esses resultados mostram que as novas cepas de
Chitinophagaceae sé@o bactérias promotoras de crescimento de plantas, néo
apenas devido a sua capacidade de solubilizar fosfatos e de sintetizar
fitohormdnios, mas também por meio de diversos mecanismos de promocao de

crescimento de plantas que requerem um estudo mais aprofundado.
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Além das duas familias supracitadas, tem-se também a familia
Solibacteriaceae. Membros dessa familia sdo abundantes e presentes nos
diferentes tipos de solo devido a sua versatilidade fisiologica e metabdlica. A
capacidade de crescer em diferentes gradientes de oxigénio e usar diversos
carboidratos e fontes de nitrogénio, foi revelada pela anélise do genoma
(EICHORST et al., 2018). Chenetal. (2020) mostraram que a abundanciarelativa
de Solibacteraceae, entre outras familias, foimaior no solo e na superficie daraiz,
do que nointerior da mesma, semelhantemente ao observado em nosso trabalho.

Os grupos bacterianos aqui citados se destacaram em nivel de familia para
0 ambiente de ocorréncia natural do género Ananas, no entanto, em solo de
ambiente cultivado, foi observada maior abundéancia de Streptococcaceae, assim
como foi o grupo dominante em raizes de ambiente cultivado. No entanto, na
literatura, ndo sdo atribuidos beneficios dessa familia para as plantas.

As bactérias foram detectadas nas amostras de raizes, caule e folhas de
Ananas. O grupo bacteriano mais prevalente no interior da raiz em ambiente
natural, além de Solibacteriaceae, foi Xanthobacteraceae, semelhantemente ao
que foi relatado por Chen et al. (2020). Esta mesma familia foi identificada em
caule de ambiente natural, sendo uma bactéria endofitica dominante no
compartimento analisado. Em contraste, no caule de ambiente cultivado, foi
observado enriquecimento por Enterobacteraceae e Nocardiaceae.

Em conformidade com o que foi observado com os indices de diversidade,
as folhas de ambiente natural apresentaram um microbioma mais heterogéneo,
com a ocorréncia de familias exclusivas para esse compartimento; a exemplo das
familias Microbacteraceae, Micrococaceae e Micromonosporaceae, além das
famlias que ocorreram em outras amostras como Streptococaceae e
Xanthobacteraceae.

Embora a abundancia relativa de cada familia bacteriana varie nos
diferentes ambientes, muitas familias exibem suas preferéncias de nicho nao
apenas em relacdo ao ambiente, mas também nos solos e diferentes
compartimentos da planta; como pode ser visto pela maior abundéancia relativa ou
dominancia de alguns grupos bacterianos em solos ou compartimentos intemos

atuando como endofiticos. No entanto, foi observado que toda a comunidade
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bacteriana ou familias dominantes no interior das plantas (raizes, caule e folhas)
formaram uma rede menos complexa e também em alguns casos, diferentes
daquelas obtidas no solo. Essas populac¢des endofiticas que colonizaram os
diferentes compartimentos podem formar associacbes intimas com seu
hospedeiro.

A diversidade populacional de comunidades bacterianas derivadas do solo
e dos compartimentos da planta também tiveram suas abundancias relativas
avaliadas em nivel de género.

A comunidade bacteriana identificada em amostras de solo de ambiente
natural, mostrou-se diversa sendo o Bryobacter mais abundante em nivel de
género. J& em solo cultivado, o Conexibacter foi o mais abundante. As espécies
de ocorréncia nos solos dos ambientes natural e de cultivo sdo bem diferentes,
apesar disso, o género Acidothermus foi identificado em ambos os solos.

Na literatura a maioria dos trabalhos relatados com membros do género
Acidothermus, referem-se a espécie Acidothermus cellulolyticus. Essa € uma
bactéria tolerante a acidos, cujo pH ideal é de 5,5, termofilica com temperatura
ideal de crescimento de 55 °C,com grande potencial na industria de
biocombustiveis devido a sua termoestabilidade e atividade em baixo pH (RUBIN
et al., 2008).

O mesmo padrédo de dominancia em amostras de solo foi observado
também para as raizes de ambiente natural com enriquecimento pelo género
Bryobacter e no ambiente cultivado o género Conexibacter, 0 que demonstra a
capacidade dessas bactérias de colonizarem desde o solo rizosférico até os
compartimentos internos das raizes.

Bactérias do género Bryobacter estdo relacionadas a promocdo do
crescimento em plantas, além disso, Dedysh et al. (2016) relataram que
Bryobacter € um género com bactérias que desempenhamum papel importante
no ciclo biogeoquimico do carbono, pois podem utilizar polissacarideos e acidos
organicos. Tanto Bryobacter, quanto os géneros Candidatus solibacter e
Edaphobacter, pertencem ao filo Acidobacteria, e demonstram preferéncia por

solos de baixo pH. Todos esses géneros foram exclusivos de ambiente natural,
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diferentemente do ambiente cultivado, que demonstrou preferéncia por outros
géneros.

Além do solo, as raizes de ambiente cultivado também foram enriquecidas
com bactérias do género Conexibacter. Donget al. (2018) mostraram a ocorréncia
do género Conexibacter associado araizes de Panax notoginseng, no entanto, as
abundancias de bactérias desse género foram significativamente maiores em
folha, flore caule do que em raizes.

Em amostras de solo natural também foram identificadas sequéncias
correspondentesa outros géneros, contudo,foram menosabundantes. A exemplo
disso, 0 género Arsenicitalea, ao qual pertence uma Unicaespécie até 0 momento,
Arsenicitalea aurantiaca, foi relatada pelos autores Mu et al. (2020), sendo
resistente ao Arsénico. O género Candidatus solibacter, cujo genoma contém
celulases e B- glicosidases, sugerindo a capacidade de degradar substratos de
celulose (YU et al., 2019), e Edaphobacter, com capacidade de degradar uma
variedade de polimeros de plantas, também pertence ao filo Acidobactera
(MANNISTO et al., 2012). Ja o género Roseiarcus, de acordo com Jiao et al.
(2019), decompdem fontes de carbono e foi relatado como um dos tadxons centrais
Unicos emsolo com cultivo de arroz.

Em solo cultivado, além do Conexibacter, podem ser observados outros
géneros, sendo eles: Arcobacter, identificado como endofitico de Oryza sativa L.
em regido salina (KUNDA et al., 2021), Tumebacillus um membro altamente
abundante de Firmicutes em diferentessolos (LIAN et al., 2019) e sao capazes de
decompor diversas fontes de carbono em ambientes anoxicos (JIAO et al., 2019),
e ainda o Candidatus, com capacidade de usar substratos complexos, como
quitina, hemiceluloses, pectina, amido e xilano (WARD et al., 2009).

Ja bactérias do género Nitrobacter, mostraram preferénciapor caule e folha
no ambiente natural. Estudos realizados com Nitrobacter sp. associaram 0 seu
uso ao aumento da taxa de germinacdo, atuando na melhoria quanto a
emergéncia de plantulas, aumento no crescimento das plantas e protecdo das
mesmas como resposta a fatores de estresse prolongado em Lycopersicon

esculentum (IBIENE et al., 2012). Membros desses géneros sdo conhecidos como
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oxidantes de nitrito e amobnio, e contribuem para a nitrificacdo em solos
(PAJARES; BOHANNAN, 2016).

Em caule de ambiente cultivado, os géneros Escherichia/Shigella e
Rhodococcus, foram dominantes. Representantes desses géneros séo relatados
na literatura associados a doencas em humanos (PARSOT et al., 2005;
MARTEYN et al., 2012), no entanto estudos relatam beneficios dessas bactérias
em solos contaminados por PCB (bifenilas policloradas), em que cepas
de Rhodococcus foram capazes de degradar in vitro varios congéneres de PCB e
promover a emergéncia lateral da raiz na planta modelo Arabidopsis thaliana in
vivo. Além disso, essas cepas mostraram capacidade de aumentar a biomassa
vegetal da espécie em solo contaminado com PCB, tornando-as candidatasideais
para sustentar a rizorremediacdo de PCB assistida por microrganismos por meio
de uma abordagem de bioaumentacédo (VERGANI et al., 2019).

Em folhas de ambiente natural além do Nitrobacter, outros géneros foram
identificados, os quais sao relatados com diversas func¢des. Pseudarthrobacter
associado a promog¢do do crescimento de plantas (PARK et al., 2020),
Streptococcus, e ainda o género Verrucomicrobia; um género raro de
actinomicetos, conhecido por sua capacidade insuperavel de produzir metabélitos
secundarios com diversas atividades bioldgicas (ZHANG et al.,, 2020). Em
contrapartida, em folhas de ambiente cultivado, n&o foram detectados géneros.

A ocorréncia e abundancia dos géneros bacterianos nas amostras parece
estar diretamente relacionada as condi¢des dos diferentes ambientes, tendo em
vista que para cada ambiente e nos compartimentos internos das plantas, foi
observada a presenca de diferentes géneros. Isso pode ocorrer devido a
disponibilidade de nutrientes, umidade, temperatura favoravel e matéria organica,
onde 0s grupos microbianos mais abundantes se destacam por sua rapida
resposta de crescimento com os recursos disponiveis.

Ao compararmos as amostras, € possivel observar o quanto os diferentes
ambientes influenciam na composicao e abundancia dos microrganismos. Alguns
autores sugerem que a ocorréncia de microrganismos pode ser alterada por
multiplos fatores, sejam eles biéticos (ANSARI; MAHMOOD, 2019) ou abidticos,

logo, até discretas mudancas ambientais (micro climas) interferem nacomposicao
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do microbioma das plantas. Por comparacdo, fica claro que as amostras
provenientes dos dois ambientes resultaram em uma distribuicdo de bactérias no
solo, raizes, caules e folhas significativamente diferentes, e essas diferenc¢as séo
importantes ao considerarmos a biodiversidade dos microrganismos e sua funcéo
no nicho de ocupacéao.

Esse estudou mostrou as diferencas em termos de ocorréncia e
abundanciados microrganismos nosambientesnatural e de cultivoassociados ao
género Ananas e as informacgdes levantadas aqui séo relevantes e fundamentais
gquando se pensa em uma nova abordagem de plantios que considera o
microbioma associado como estratégico para o beneficio das culturas.

Conhecer e acessar esse microbioma nos diferentes ambientes,
principalmente o natural, que como foi relatado aqui, é rico em diversidade tanto
a nivel de solo rizosférico como para os compartimentos das plantas, configura-
se em uma estratégia a ser utilizada, a fim de gerir melhor a producédo de
abacaxizeiros através do recrutamento de comunidades microbianas benéficas,
que oferecem as plantas uma diversidade de servicos como promogao do
crescimento, nutricdo, e protecdo para as doencas, além de outros ganhos
provenientes dessas interagdes. Para isso, basta encontrar a melhor maneira de
manipula-lo em beneficio das culturas, resultando no aumento da produtividade e
sustentabilidade de plantios agricolas.

Alguns grupos bacterianos identificados em nivel de género relatados aqui
foram pouco estudados e seus papéis precisam ser melhor esclarecidos a fim de
entender seu modo de acdo em associacdo com as plantas nos diferentes

ambientes.

CONCLUSOES

- A diversidade populacional revelada pelo escalonamento

multidimensional, diagrama de Venn e indices de diversidade, foi mais baixa para

0 ambiente cultivado em relacdo ao natural;
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- O microbioma do solo e dos compartimentos das plantas séo diferentes
entre os dois ambientes em nivel de filo, familia e género, mas apesar dessa
diferenca, alguns grupos bacterianos foram compartilhados entre os ambientes;

- As populacdes endofiticas que colonizaram raizes, caule e folhas de
Ananas comosus podem formar associa¢fes intimas com seu hospedeiro;

- Parte da comunidade bacteriana ou grupos dominantes nas raizes, caule
e folhas,que formaram umarede menos complexa, sdo em suamaioria, diferentes
daquelas obtidas no solo;

- Esse estudo fornece valiosas informacgdes sobre o microbioma associado

a Ananas, o qual pode ser manipulado de forma estratégica para o beneficio das

culturas.
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ARTIGOII

MICRORGANISMOS ASSOCIADOS AO GENERO Ananas COMO AGENTES
PROMOTORES DO CRESCIMENTO EM ABACAXIZEIROS CV. ‘BRS
IMPERIAL’

1Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico Scientia
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Microrganismos associados ao género Ananas como agentes promotores

do crescimento em abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’

Resumo: A associacdo de plantas com microrganismos pode gerar efeitos
benéficos no crescimento e desenvolvimento de mudas, assim como no estado
de nutricdo, na resisténcia a doencas e no aumento da produtividade. Nesse
sentindo, este trabalho teve por objetivo avaliaro potencial uso de microrganismos
associados ao género Ananas na promocado do crescimento de mudas
micropropagadas de abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’ in vitro e na etapa de
aclimatizacdo. Para tanto, plantas micropropagadas de abacaxizeiros ‘BRS
Imperial’ foram inoculadas in vitro com microrganismos associados ao género
Ananas. As plantas in vitro foram avaliadas a cada sete dias em um periodo de
42 dias, adotando-se as seguintes variaveis: altura da planta (cm) nimero de
folhas, porcentagem de sobrevivéncia, diametro da roseta (mm), diametro do
caule (mm), massa fresca e seca da parte aérea e raizes (mg). As plantas
retiradas do cultivo in vitro foram conduzidas a aclimatizagdo em casa de
vegetacdo onde foram realizadas avaliagdes periddicas semelhantes as
realizadas in vitro, com adi¢do da contagem de estdmatos. Com os dados obtidos
foram realizados procedimentos estatisticos utilizando o programa R. Além disso,
foirealizada extracdo de DNA bacteriano, sequenciamento e constru¢éo da arvore
filogenética. As mudas de abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ responderam
diferentemente a microbiolizacdo, realizada com bactérias e fungos dos
ambientes natural e de cultivo, com destaque para os mixes 8, e 9 nafase in vitro
e 0s mixes 2, 9 e 13 na aclimatizacao. A partir do sequenciamento com base no
gene 16s rRNA e a analise filogenética foram identificados 12 géneros diferentes
associados ao microbioma de Ananas, sendo a maioria de importancia agricola.
Os resultados obtidos nesse trabalho podem ser considerados promissores e com
potencial para ser aplicado in vitro e na etapa de aclimatizacdo de mudas

micropropagadas de abacaxizeiro visando promocéao de crescimento.

Palavras-chave: abacaxizeiros; propagacao in vitro; aclimatizacdo; microbioma.
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Microorganisms associated to the genus Ananas as growth promoting

agents in cv. ‘BRS Imperial’ pineapple

Abstract: The association of plants with microorganisms can be beneficial to
growth and development of plantlets, as well as nutrition, disease resistance and
productivity. The objective of this work was to evaluate potential use of
microorganisms associated to the genus Ananas in promotion of growth of
micropropagated pineapple plantsthe ‘BRS Imperial’ and the step acclimatization.
Micropropagated pineapple plants from the ‘BRS Imperial’ were inoculated in vitro
with microorganisms associated with the genus Ananas. In vitro plantlets were
evaluated every seven days for a period of 42 days for the following variables:
plantheight(cm), numberof leaves, percentage of survival, diameter of the resette
(mm), stem diameter (mm), and fresh and dry mass of aerial part and roots (mg).
Plants withdrawn from the in vitro cultivation were acclimated in greenhouses
where the same periodical evaluations were carried out, with addition of stomata
count. Statistical analysis of the data was carried out using the R software. DNA
extraction of bacteria, as well as sequencing and construction of a phylogenetic
tree, were also carried out ‘BRS Imperial’ pineapple plantletsresponded differenty
according to the microbiolization using bacteria and fungi from natural and
cultivated environments highlighting mixes 8 and 9 in the in vitro phase and mixes
2, 9 and 13 during the acclimation phase. From sequencing of the 16sRNA gene,
the phylogenetic tree was contructed and 12 different genus associated to the
microbiome of Ananas were identified; most of agriculturalimportance. Results are
promising with potential for use in vitro as well as during acclimatization of

micropropagated pineapples aiming growth.

Key words: pineapples; in vitro propagation; acclimatization; microbiome.
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INTRODUCAO

O abacaxi esta entre as frutas tropicais mais consumidas emtodo o mundo
e tem importancia econémica e social em mais de 70 paises (CRESTANI et al.,
2010). Em 2016, a producédo mundial alcancou aproximadamente 25,80 milhdes
de toneladas, em uma area colhida de 1,04 milhdo de hectares (FAO, 2018). No
Brasil, a fruta é produzida em todos os estados com uma é&rea colhida de 67.17
hectares e uma producao de 1.62 milhdes de toneladas em 2019 (IBGE, 2019).

A variedade mais plantada no Brasil € a ‘Pérola’, que por sua vez é
suscetivel a fusariose, a doenca mais importante da cultura € causada pelo fungo
Fusarium guttiforme. Esse panorama tem levado a busca de novas variedades
resistentes e que possam atender, tanto as preferencias do produtor, como do
consumidor. Dentre os fatores que poderiam ser elencados para a adocgao
eficiente de uma novavariedade, a obtencdo de mudas de qualidade fitossanitaria
garantida, esta entre as mais importantes.

A propagacdo do abacaxizeiro € assexuada, produz poucas mudas por
planta, além de poder acarretar a disseminacdo das pragas e doencas
comprometendo toda area de cultivo. Em vista disso, varios métodos tém sido
desenvolvidos a fim de que garantam a qualidade fitossanitaria do material
propagativo e em quantidade que possa atender a demanda do cultivo. Dentre
essas técnicas, a micropropagacao por cultura de tecidos, possibilitaa producéo
de um elevado numero de mudas, com um pequeno espaco fisico, em curto
espaco de tempo e com uma qualidade fitossanitaria superior a outros métodos
(BOTELLA et al., 2018).

Existem vérios trabalhos que relatam protocolos de sucesso para a
producdo de mudas de abacaxi por cultura de tecidos (PEREIRA et al., 2006;
PASQUAL etal., 2008; SOUZA et al., 2012a, SOUZA et al., 2012b; SOUZA et al.,
2013; ALVES et al., 2014; SANTOS et al., 2015). Entretanto uma das etapas é
reconhecida como limitante, que é a aclimatizacdo, onde as plantas séo
submetidas a condi¢des autotroficas, ou seja, suasaida das condi¢des invitro que
consiste em umasérie de adaptacdes morfofisioldgicas. O tempo de aclimatizacao

é longo e o crescimento € lento, o que onera o custo da muda e demanda
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pesquisas com vistas a reduzir esse tempo e otimizar 0 processo de
micropropagacéo (BARBOZA et al., 2006; BALDOTTO et al., 2010; ARAGON et
al., 2012).

Dentre as estratégias que podem ser usadas esta o uso de microrganismos
promotores de crescimento, uma vez que sua aplicacado promove beneficios na
propagacéo de culturasde interesse econémicoe social (LOCATELLI et al., 2002;
MORAES et al., 2010; REGALADOe et al., 2017; BEZERRA et al., 2019).

Os microrganismos podem promover o crescimento e a saude das plantas
por uma diversidade de fatores, tais como, a capacidade de solubilizar P
inorganico e mineralizar P organico deixando-o disponivel para as plantas, o que
consiste em uma importante estratégia para melhorar a eficiéncia no
aproveitamento deste nutriente no solo (DIN, et al., 2019); fixacao bioldgica do
nitrogénio por meio da conversdo da molécula de N2 gasoso em espécies
guimicas nitrogenadas que podem ser prontamente utilizadas pelas plantas
(BASHAN et al., 2014), producéo de reguladores de crescimento que auxiliam no
desenvolvimento vegetal (LOPEZ, et al., 2019) e aporte para o desenvolvimento
mediante a regulacao da resposta imune da planta (STRINGLIS et al., 2018).

Como resultado de anos de selecdo natural e evolucgao, acredita-se que as
plantas sdo, em parte, dependentes do microbioma da rizosfera para realizacéo
de funcgdesvitaisde defesa, saude e crescimento. No entanto, evidénciasrecentes
sugerem que, embora as consequéncias funcionais sejam desconhecidas, 0
processo de domesticagao das culturas alterou os microbiomas recrutados pelas
plantas (WALLENSTEIN, 2017). Em comparacdo com as plantas ancestrais que
sdo consideradas mais diversificadas e adaptadas aos solos pré-agricolas, 0s
cultivares modernos das plantas podem ter perdido algumas das caracteristicas
necessarias para recrutar o microbioma especifico do hospedeiro durante o
processo de domesticacao (LEFF et al., 2016; PEREZ-JARAMILLO et al., 2016).

Logo, uma "neodomesticacdo" de plantas, que aproveita ao maximo as
relacbes mutualisticas que ocorrem entre plantas e microrganismos, € viavel para
uma agricultura inovadora (DUHAMEL; VANDENKOORNHUYSE, 2013). Essa

nova perspectiva torna-se cada vez mais relevante, tendo em vista que a
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progressao desse conhecimento pode gerar informacgdes e subsidiar modificactes
gue possam levar as abordagens de plantios mais sustentaveis.

Nesse sentido, no presente estudo foram considerados como recursos
biolégicos, para as mudas in vitro de abacaxizeiros, os microbiomas coletados nos
ambientes de ocorréncia natural de Ananas e 0s provenientes de area de cultivo
comercial, bem como os microbiomas associados aos diferentes estratos das
plantas, se de folhas, caule, raizes ou solo rizosférico, tendo em vista que os
microrganismos podem habitar em diferentes ambientes e compartimentos e
assim terem relacbes bem estabelecidas com as plantas. Relatos acerca da
distribuicdo entre bactérias e fungos, nos diferentes ambientes, bem como a
abundéncia e predominanciaem compartimentos especificos das plantas foram
discutidos em Souza et al. (2019) e serviram de base para o estabelecimento
desse trabalho.

O conhecimento e a capacidade de manipular o microbioma das plantas
podem configurar um recurso biotecnolégico alinhado aos interesses de
diminuic&o dos custos de producao e aumento da sustentabilidade na agricultura,
como por exemplo, a aplicacdo de microrganismos com capacidade de promover
0 crescimento vegetal ou microrganismos que atuam como agentes de controle
biol6gico de pragas e doencas (MENDES et al., 2013).

Esse recurso biotecnolégico pode ser usado, portanto, no caso da
aclimatizacdo de plantas micropropagadas de abacaxizeiro, etapa do processo
gue se constituiem uma das limitacdes para o usodessas mudas em larga escala
(SOUZA et al., 2013). A microbiolizacdo pode ser uma alternativa para viabilizar
essas mudas.

Nesse sentindo, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial uso de
microrganismos associados ao género Ananas na promocéao do crescimento de
mudas micropropagadas de abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’ in vitro e na etapa

de aclimatizagéo.
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MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizadas plantasin vitro de Ananas comosus
var. comosus cv. ‘BRS Imperial’ fornecidas pelo Laboratério de Culturade Tecidos
Vegetais (LCTV) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, totalizando 600 plantas. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 24
repeticdes e 25 tratamentos, conforme mostrado na Tabela 1, sendo que plantas
nao microbiolizadas constituiram o controle. As plantas utilizadas no trabalho
foram microbiolizadas com bactérias e fungos, separadamente, presentes na
colecdo biologica de microrganismos associados a Ananas spp. obtidos de
amostras de solo e plantas (folha, caule e raizes) coletadas em ambientes natural
e cultivado (SOUZA et al., 2019).

Para o preparo das suspensodes, foram reativados 157 isolados de
bactérias, divididos em quatorze grupos pela origem e tipo de amostra, sendo 11
isolados bacterianos para cada um dos mixes produzidos. Os isolados de
bactérias foram reativados em placas de Petri contendo meio Agar Nutriente e
incubados em BOD a 25 °C, por 24 h. Apés o periodo de incubacéao,5 ml de
solucdosalina(MgClz2a 10 mM) foram acrescentados em cada placa e as colonias
raspadas com uso da alca de Drigalsky. Os liquidos obtidos de cada placa com
diferentes isolados para 0os grupos constituiram os mixes e foram reunidos em
diferentes béqueres, para cada uma das quatorze suspensfes. As mesmas
tiveram as absorbéncias definidas e ajustadas para 0,1 (A = 550 nm), que
corresponde a 108 ufc/mL (SOUZA, 2011; CUNHA et al., 2006).

J& para os tratamentos estabelecidos com fungos foram feitas suspensoes
de esporos. Para isso, selecionou-se osisolados, sendo 12 fungos para cada um
dos mixes produzidos. Os fungos cresceram em placas de Petri contendo BDA
incubados em BOD a 25 °C durante 10 dias. Apos este periodo adicionaram-se
10 mL de &gua destilada esterilizada a cada placa de Petri e 0 micélio raspado
com uso de pincéis estéreis. Em seguida, as suspensdes foram filtradas em
camada dupla de gaze a fim de remover partes de micélio e/ou meio de culturae

reunidas em béqueres distintos para cada um dos tratamentos. Posteriormente,
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todas as suspensdesforam ajustadas para concentracdode 107 esporos mL-1pela
contagem de esporos em hemocitdmetro do tipo Neubauer.

Quanto ao preparo do substrato para introduc¢éo das plantas in vitro, foram
separados tubos de ensaio nos quais foram introduzidos 10 g de substrato
autoclavado. Nesses tubos foram adicionados ao substrato, 4 mL de meio liquido
contendo sais e vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com
BAP 0,20 mg L, o qualteve seu o pH ajustado para 5,7. Apds a insercdodo meio
liguido ao substrato nos tubos de ensaio, estes foram autoclavados a 121 °C
durante 20 minutos.

Aos substratos autoclavados contidos nos tubos de ensaio foram
adicionadas as suspensdes dos microrganismos conforme os diferentes
tratamentos, e nestes tubos foram introduzidas as plantas. As suspensdes com
bactérias foram semeadas nos substratos e as plantas foram inseridas trés dias
apos a semeadura. Ja para os tratamentos com fungos, as plantas foram inseridas
no substrato dez dias apds a semeadura. Quanto ao controle, esse foi composto
de plantas nao tratadas com microrganismos. Esses tratamentos foram mantidos

em sala de crescimento com condi¢des de incubacéo de 27 + 1 °C.
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Tabela 1. Microrganismos que compdem os tratamentos inoculados em plantas
de abacaxizeiros da cv. ‘BRS Imperial’ (SOUZA et al., 2019). Cruz das Almas,
Bahia, Fevereiro de 2021.

Sigla Tratamentos

Mix 1 Bactérias de solo de ambiente natural

Mix 2 Bactérias de solo de ambiente natural

Mix 3 Bactérias de solo de ambiente natural

Mix 4 Bactérias de solo de ambiente natural

Mix 5 Bactérias endofiticas de raizes de ambiente natural

Mix 6 Bactérias endofiticas de caule de ambiente natural

Mix 7 Bactérias endofiticas de folha de ambiente natural

Mix 8 Bactérias de solo de ambiente cultivado

Mix 9 Bactérias de solo de ambiente cultivado

Mix 10 Bactérias de solo de ambiente cultivado

Mix 11 Bactérias de solo de ambiente cultivado

Mix 12 Bactérias endofiticas de raizes de ambiente cultivado

Mix 13 Bactérias endofiticas de caule de ambiente cultivado

Mix 14 Bactérias endofiticas de folha de ambiente cultivado

Mix 15 Fungos de solo de ambiente natural

Mix 16 Fungos de solo de ambiente natural

Mix 17 Fungos endofiticos de raizes de ambiente natural

Mix 18 Fungos endofiticos de caule de ambiente natural

Mix 19 Fungos endofiticos de folha de ambiente natural

Mix 20 Fungos endofiticos de folha de ambiente cultivado

Mix 21 Fungos de solo de ambiente cultivado

Mix 22 Fungos de solo de ambiente cultivado

Mix 23 Fungos endofiticos de raizes de ambiente cultivado

Mix 24 Fungos endofiticos de caule de ambiente cultivado
CONTROLE Plantas ndo tratadas com microrganismos

As plantas foram avaliadas a cada sete dias ap6s a microbiolizagdo emum

periodo de 42 dias, adotando-se as seguintes variaveis: altura da planta (cm)

numero de folhas e sobrevivéncia. J& as varidveis diametro da roseta (mm),

diametro do caule (mm) e as avaliacdes destrutivas de massa fresca e seca da

parte aérea e raizes (mg) foram avaliadas ao final dos 42 dias.

Aos dados obtidos em periodicidade foi aplicada a férmula para o calculo

da area abaixo da curva de crescimento (AACP), nome adaptado da férmula

AACPD = } [(yl+y2)/2]*(t2-t1), ondeyl e y2 que refere-se a duas avaliacdes
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consecutivas realizadas nos tempostl et2, respectivamente (CAMPBELL,
MADDEN, 1990), e para avaliar como os tratamentos e as variaveis estavam
relacionadas, foi realizada a construcéo dos boxplots e heatmap, utilizando o
programa estatistico R (R Development Core Team, 2017).

As plantas advindas do experimento do cultivo in vitro foram transplantadas
para copos plasticos com substrato organico, autoclavado e mantidas em casa de
vegetacdo por um periodo de 150 dias (Figura 1), onde passaram por avaliacdes
periodicas (aos 60, 90, 120, e 150 dias), considerando as seguintes variaveis
quantitativas: ALT - altura da planta (cm), DIA - diametro da copa (cm), e NF -

numero de folhas.

Figura 1. Experimento estabelecido com abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’ em

casa de vegetacdo. Embrapa, Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

Ao final dos 150 dias foram retiradas trés plantas de cada tratamento para
avaliagdo destrutiva realizada no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais das
seguintes variaveis: NR - numero de raizes, CR - comprimento da raiz principal
(cm), MFF - massa fresca das folhas (g), MFR - massa fresca das raizes (g). Apos
secagem em estufaa 60 °C e estabilizacdo da massa das amostras, foram obtidos
os dados referentes a MSF - massa seca das folhas (g) e MSR - massa seca das

raizes (g).
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O delineamento utilizado para o experimento em casa de vegetacao foi o
inteiramente casualizado (desbalanceado), com 19 tratamentos e numero de
repeti¢cdes variavel (7 a 16) devido a perdas nafase do cultivo in vitro.

Nesse periodo também foi realizada a contagem do numero de estdmatos,
afim de se obter a densidade estomatica por mmz2. Para tanto foi utilizadaatécnica
de impresséao epidérmicaa partir da folhnaD de trés repeticdes de cada tratamento,
em seguida foi inserida uma gota de adesivo instantaneo universal sobre uma
lamina de vidro e a regido mediana da folha D de cada repeticao foi pressionada
sobre uma lamina de vidro por aproximadamente 10 s. Apés esse periodo a folha
foi separada da lamina. Depois de confeccionadas, foi realizada a contagem
estomatica das laminas na area de 1 mm?, e para cada lamina foram realizadas
cinco contagens, totalizando 15 contagens nas trés laminas por tratamento. As
laminas foram visualizadas com o auxilio do microscépio de luz Olympus BX51
(Olympus, Tokyo, Japan). Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott em 5% de
significancia.

Quanto a analise estatistica, aos dados obtidos em periodicidade na fase
de aclimatizacgao foi aplicada a formula para o célculo da area abaixo da curva de
crescimento (AACP). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% em probabilidade. A fim de
avaliar como os tratamentos e as variaveis estavam relacionadas, foi realizada a
construcdo dos boxplots, anélise de correlagdo, heatmap e componentes
principais utilizando o programa estatistico R (R Development Core Team, 2017).

Aos dados obtidos nas fases in vitro e na aclimatizagdo, bem como em
fases posteriores foi realizado o ranqueamento com base no indice de Mulamba
& Mock (1978) a fim de selecionar os melhores tratamentos para sequenciamento
dos microrganismos.

Dentre os melhores tratamentos evidenciados a partir das analises
realizadas procedeu-se as extracdes de DNA das bactérias que compunhamcada
tratamento a fim de identificad-las em nivel de género/espécie. Para tanto, as
culturas bacterianas foram crescidas em meio nutriente (1,5 g extrato de carne,

1,5 g extrato de levedura, 5 g peptona, 5 g NaCl, 15 g de agar e 1000 ml agua
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destilada esterilizada) por 24 horas, a 28°C, em camara BOD. 1 ul de cada uma
das amostras das colbnias dos isolados foram transferidas para microtubo com
capacidade de 200 pl, contendo 20 ul de a4gua deionizada autoclavada. Em
seguida as amostras foram submetidas a temperatura de 90 °C por 10 min,
visando a desnaturacédo das células e liberagcdo do DNA gendmico.

Procedeu-se também a amplificacdo por PCR do gene ribossomal 16S dos
DNA'’s extraidos, o qual foi amplificado utilizando-se os primers direto (8SF5:
AGAGTTTGATCCTGGCTCA) e reverso (1492R5: GGTTACCTTGTTACGACTT).
As reacOes de amplificacao foram preparadas com um volume final de 25 pL,
contendo os seguintes reagentes: Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCI2 2,0 mM, 0,2
mM de cada umdos dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,2 uM de cada primer,
20ng de DNAgendmicoe 1,25 unidade de Taq DNA polimerase. As amplificacdes
de PCR foram realizadas em termociclador Vertiti (Applied Biosystens) de acordo
com o seguinte programa: 95 °C durante 5 min, 30 ciclos a 95 °C durante 1min,
55 °C durante 1 min e 72 °C durante 2 min, uma extensao finala 72 °C durante 7
min e 10 °C. Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1,0 %, corados com brometo de etidio na concentracdo de 0,5 mg
mL* e visualizados em transiluminador de luz UV. Os perfis eletroforéticos das
bandas foram fotografados utilizando o sistema de fotodocumentacdo Gel
Carestream 212 PRO (Kodak). Os produtos de PCR foram enviados para
sequenciamento (tipo Sanger) em empresa terceirizada (Macrogen inc, Coréiado
Sul), ao todo 164 amostras. Apds o recebimento, os dados das sequéncias direta
e reversa foram utilizadas para formacao das sequénciasconsenso do rRNA 16S,
com software alinhador Bioestat.

As sequéncias do gene 16S rRNA dos isolados foram comparadas as do
GenBank (NCBI) por meio do programa BlastN (ALTSCHUL et al., 1990). A partir
desses resultados, as sequéncias para as espécies tipo bacteriano
correspondentesforam usadas para construiralinhamentos de sequénciamultipla
(MSA). As sequéncias de rRNA 16S das espécies-tipo usadas na analise
filogenética foram recuperadas da Lista de Nomes Procariéticos com sua posicao
na Nomenclatura (LPSN) (PARTE et al., 2020). Para a abordagem filogenética, o
servidor GUIDANCE2 (SELA et al., 2015) com o algoritmo de alinhamento MAFFT
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(KATOH et al., 2013) foi usado para garantir que apenas posi¢cdes com altas
probabilidades de serem corretamente alinhadas fossem usadas. ModelFinder
(SUBHA et al., 2017) foi usado para encontrar o melhor modelo de substituicdo
de nucleotideos para os dados. A analise filogenéticafoirealizada com o software
IQ-TREE 2 (MINH et al., 2020), utilizando o método de Maxima Verossimilhanca
(ML). A arvore foi editada usando o programa FigTree v1.4.4 (RAMBAUT, 2012).
A analise envolveu umtotal de 110 sequéncias de nucleotideos.

RESULTADOS

In vitro

Os dados coletados aos 60, 90, 120 e 150 dias para o crescimento das
plantas e namero de folhas foram integralizados e calculados pela area abaixo da
curva de progresso. Os resultados apontam para diferencas entre os tratamentos
testados. Para a variavel de crescimento verificada no comprimento das plantas
(Figura 2.A), in vitro, foi observado que o controle, o mix 9, 8 e 19 exibiram
comportamento bem proximo. Os resultados obtidos para os demais tratamentos
foram insatisfatérios,com destaque para as plantas microbiolizadas com o mix 22.
Em relacdo ao numero de folhas (Figura 2.B), em plantas ndo microbiolizadas
(controle) foram observados os melhores resultados. Todavia, os mixs 11, 9, 8,
19, 13 e 7 promoveram efeito semelhante. As plantas microbiolizadas com o mix
16 responderam negativamente a variavel analisada.

Quanto as taxas de sobrevivéncias (Figura 2.C) as plantas microbiolizadas
com o mix 9, 8, 11, 5, 12, 7, 6, 22, 02, 14, 13 e controle obtiveram as maiores
taxas de sobrevivéncia, o contrario foi verificado em plantas microbiolizadas com
o mix 20, 18, 17, 15, 24 e 23 com o pior resultado registrado para o mix 16.

Observando-se a variavel diametro do caule (Figura 2.D), houve o maior
incremento no diametro da muda quando foram microbiolizadas com os mixes 4,
9, 3, 2 e 20. As mudas microbilizadas com os mixes 24, 13, 19, 10, 17 e 15

apresentaram menor diametro da muda.
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Quanto ao diametro da roseta (Figura 2.E) observou-se que as plantas
microbiolizadas com o mix 9 obtiveram os melhoresresultados, semelhantemente
ao mix 8. Entretanto os mixes 24, 20, 12, 16 e 18 induziram os piores resultados.

Para a massa fresca das raizes (Figura 2.F) as plantas obtiveram
diferengas bemdiscretas, no entanto, os mixes 21 e 22 promoveram maior ganho
de massa. O contréario foi observado em plantas microbiolizadas com o mix 20. Ja
para massa fresca da parte aérea (Figura 2.G), os melhores resultados foram
obtidos em plantas microbiolizadas com o0 mix 9, porém os mixes 8, 11, 12, 2,3 e
o controle promoveram resultados semelhantes. Entretanto, plantas
microbiolizadas com os mixes 20, 17, 18, 15, 24 e 16 foram inferiores quando
comparado aos demais tratamentos analisados.

Em relacdo a massa seca das raizes (Figura 2.H) foi verificado que plantas
tratadas com o mix 22 exibiram os melhores resultados, além disso resultados
semelhantesforam obtidos com os mixes 9, 8 e 11. Entretanto, as mudas tratadas
com os mixes 20,16, 24, 17 e 19 mostraram comportamento inferior em relacéo
aos demais tratamentos.

Para a massa seca da parte aérea (Figura 2.1) verificou-se que os melhores
resultados foram obtidos em plantas tratadas com o mix 19. Apesar disso, outros
tratamentos também proporcionaram incremento a exemplo dos mixes 9, 4 e 3.
No entanto, plantastratadas com os mixes 20, 16, 10, 5, 23,17, 24, 21 e sobretudo

o controle foram inferiores aos demais tratamentos.

:ﬁa
funn —uﬁ!ﬁ**i*llé$ :

S T - T T - T S Y i B N A . | SR S T S S
FEFIFgEFgIgeFegagdgsdss

200

151

o

AACPAP

10

=]

50

1 ZEENEN 0 P
é\drq’ & ®+¢ ®+f1,

Tratamentos



600"

Tratamentos

\x"q,f]?(\\‘?’q,"q'}lbq,‘"b":J'L"\\QB'L"‘\I'F‘I\\"-‘\‘Q%%"\\
e A A,

100

Sobrevivéncia (%)

_—f;ll

.

LTI
ST

Tratamentos

05

0.4

DC

0.3

0.

o

0.1

it

—

S e S T o e e T T T o e O o o o o o P T o

Tratamentos

79



DR

MFR

MFPA

ﬁa-+ﬁ+***—***F*f !

o

.

w

o

\x&'“ ‘,\\"F ‘!&1‘ @\"‘ \;ﬂ“ ‘g\\'ﬁ“ \38“ “\\‘F W ‘@ﬁﬂ"ﬂ‘ t\'(‘ \g\d‘ ‘&‘F \;\\+ ‘y&‘i' ‘35# @S“ ‘3‘\* ‘g\\* \;\\‘,f- ‘!&F \N‘ ‘3\\‘]‘ ‘3\\‘]‘

Tratamentos

0.5

;. a#*#il““"' ﬁ'“'l“'“

0.0

=

h
S 8T T T T T T T e T T

Tratamentos

- :
b i!!i#!-ﬁ*-ﬁ*—— *—

0.

w

0.0

RS @\\* T IO £ \xﬁ" \xS" YOS & .@* .§f IEAIESIE .@\‘f ‘»\ FE

Tratamentos

80



81

025

0.20

0.15

MSR

0.10

0.05

R . T L L Ll L)

0.00

QA0 b A 2 WD e e 1 [ ) 2 5 AL L0 g
S T T e T o T e T T e e o e e e e e e

Tratamentos H

0.20

0.15

MSPA

0.10

0.00

NS S A kN D b a2 IS S )
Oo&so\\:\\*% ‘{,\\+\\$\+" N‘b\.\\*ﬂ@*\ ‘!\\"_'L ‘:\\1_%‘&\4_« @‘*6 ‘“-1." \!\\*‘l‘ ‘N_« “\\+\®+\‘k‘\+\ \x\\‘ﬂ@*‘\ \Q—‘b \N_‘l “\dﬁ @*\N‘Q\N'\

Tratamentos

Figura 2. (A-l) Boxplot representativo das variaveis: A — AACPAP (Area Abaixo
da Curva de Progresso para a variavel Altura da Planta); B — AACPNF (Area
Abaixo da Curva de Progresso para a varidvel Numero de Folhas); C —
Porcentagem de Sobrevivéncia; D — Diametro da caule (mm); E — Diametro da
roseta (cm); F —Massa Fresca das Raizes (mg); G — Massa Fresca da Parte Aérea
(mg); H — Massa Seca das Raizes (mg); | — Massa Seca da Parte Aérea, e dos 25
tratamentos: (Mix 1 (Bactérias totais de solo de ambiente natural); Mix 2 (Bactérias
de solo de ambiente natural); Mix 3 (Bactérias de solo de ambiente natural); Mix 4
(Bactérias de solo de ambiente natural); Mix 5 (Bactérias endofiticas de raizes de
ambiente natural); Mix 6 (Bactérias endofiticas de caule de ambiente natural); Mix

7 (Bactérias endofiticas de folha de ambiente natural); Mix 8 (Bactérias de solo de
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ambiente cultivado); Mix 9 (Bactérias de solo de ambiente cultivado); Mix 10
(Bactérias de solo de ambiente cultivado); Mix 11 (Bactérias de solo de ambiente
cultivado); Mix 12 (Bactérias endofiticas de raizes de ambiente cultivado); Mix 13
(Bactérias endofiticas de caule de ambiente cultivado); Mix 14 (Bactérias
endofiticas de folha de ambiente cultivado)); e fungos (Mix 15 (Fungos de solo de
ambiente natural); Mix 16 (Fungos de solo de ambiente natural); Mix 17 (Fungos
endofiticos de raizes de ambiente natural); Mix 18 (Fungos endofiticos de caule
de ambiente natural); Mix 19 (Fungos endofiticos de folha de ambiente natural);
Mix 20 (Fungos endofiticos de folhade ambiente cultivado); Mix 21 (Fungos de
solo de ambiente cultivado); Mix 22 (Fungos de solo de ambiente cultivado); Mix
23 (Fungos endofiticos de raizes de ambiente cultivado); Mix 24 (Fungos
endofiticos de caule de ambiente cultivado); CONTROLE (Plantas néo tratadas

com microrganismos). Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

O heatmap indicou a formacdo de quatro grupos (Figura 3). No G1
encontram-se os tratamentos que induziram respostas mais satisfatorias nas
plantas, com resultados promissores para a maior parte das variaveis analisadas.
Este grupo foi formado em sua maioria por bactérias endofiticas (Mixes 7, 12 e
13) e de solo (Mixes 8, 9 e 11), no entanto um tratamento composto de fungos
endofiticos (Mix 19) também respondeu positivamente, seguido pelo G2 com
tratamentos formados por bactérias, tanto de solo (Mixes 1, 2 e 10), como as
endofiticas (Mixes 5, 6 e 14) e também o CONTROLE. O G3 foi constituido em
sua maioria por fungos endofiticos (Mixes 18 e 24), e de solo (Mixes 21 e 22), no
entantotambém se encontram bactérias de solo (Mixes 3 e 4). J4 0 G4 foi formado
pelos tratamentos que mostraram resultados inferiores para a maioria das
variaveis, alémdisso esse grupo foiformado apenas por fungos endofiticos (Mixes
17, 20 e 23) e de solo (Mix15 e 16).
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Figura 3. Heatmap formado a partir das variaveis: AACPA (Area Abaixo da Curva
de Progresso para a variavel Altura da Planta); AACPNF (Area Abaixo da Curva
de Progresso para a varidvel Niumero de Folhas); Diametro da caule (mm);
Diametro da roseta (cm); Massa Fresca das Raizes (mg); Massa Fresca da Parte
Aérea (mg); Massa Seca das Raizes (mg); Massa Seca da Parte Aérea, e dos 25
tratamentos que se constituem em grupos de plantas microbiolizadas com
bactérias (Mix 1 (Bactérias totais de solo de ambiente natural); Mix 2 (Bactérias
de solo de ambiente natural); Mix 3 (Bactérias de solo de ambiente natural) ;Mix 4
(Bactérias de solo de ambiente natural); Mix 5 (Bactérias endofiticas de raizes de
ambiente natural); Mix 6 (Bactérias endofiticas de caule de ambiente natural); Mix
7 (Bactérias endofiticas de folha de ambiente natural); Mix 8 (Bactérias de solo de
ambiente cultivado); Mix 9 (Bactérias de solo de ambiente cultivado); Mix 10
(Bactérias de solo de ambiente cultivado); Mix 11 (Bactérias de solo de ambiente

cultivado); Mix 12 (Bactérias endofiticas de raizes de ambiente cultivado); Mix 13
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(Bactérias endofiticas de caule de ambiente cultivado); Mix 14 (Bactérias
endofiticas de folha de ambiente cultivado)); e fungos (Mix 15 (Fungos de solo de
ambiente natural); Mix 16 (Fungos de solo de ambiente natural); Mix 17 (Fungos
endofiticos de raizes de ambiente natural); Mix 18 (Fungos endofiticos de caule
de ambiente natural); Mix 19 (Fungos endofiticos de folha de ambiente natural);
Mix 20 (Fungos endofiticos de folhade ambiente cultivado); Mix 21 (Fungos de
solo de ambiente cultivado); Mix 22 (Fungos de solo de ambiente cultivado); Mix
23 (Fungos endofiticos de raizes de ambiente cultivado); Mix 24 (Fungos
endofiticos de caule de ambiente cultivado); CONTROLE (Plantas néo tratadas

com microrganismos). Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

Aclimatizacao

Foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos quanto ao
crescimento das plantas decorrentes da microbiolizagcdo com microrganismos
associados ao género Ananas.

A partir dos dados obtidos com o experimentorealizado, calculou-se aarea
abaixo da curva de crescimento (AACP) refletindo o comportamento das plantas
cv. ‘BRS Imperial’ para os diferentes tratamentos em funcéo dos periodos de
avaliacao, os quais foram agrupados estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a
5% (Figura4. A-C).

Para a variavel altura da planta (Figura 4. A) o tratamento Controle, com
plantas ndo microbiolizadas, e o Mix 9 (bactérias de solo de ambiente cultivado)
promoveram os melhores resultados, ambos com desempenho semelhante,
seguidosdos tratamentos com bactérias endofiticasde caule e folha (Mix 13 e Mix
14) e Mix 10, todos oriundos de ambiente cultivado. Resultado similar foi obtido
tanto para a variavel diametro da copa (Figura 4. B), quanto para o namero de
folhas (Figura 4. C) com Mix 9 e o controle sem diferengas estatisticas e com
desempenho superior aos demais tratamentos.

Os menores valores de crescimento para essas varidveis foram
observados, principalmente, com os tratamentos a partir de microrganismos

endofiticos de raizes, como o Mix 5, Mix 12 e Mix 23, independente de se originar
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de ambiente natural ou cultivado. Esses tratamentos atuaram quase como
inibidores de crescimento das plantas.
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Figura 4. (A-C) Boxplot representativo das variaveis: A — AACP.ALT; B -
AACP.DIA e C - AACP.NF e dos 19 tratamentos: Mix 1 (Bactérias totais de solo
de ambiente natural); Mix 2 (Bactérias de solo de ambiente natural); Mix 3
(Bactérias de solo de ambiente natural) ;Mix 4 (Bactérias de solo de ambiente
natural); Mix 5 (Bactérias endofiticas de raizes de ambiente natural); Mix 6
(Bactérias endofiticas de caule de ambiente natural); Mix 7 (Bactérias endofiticas
de folha de ambiente natural); Mix 8 (Bactérias de solo de ambiente cultivado);
Mix 9 (Bactérias de solo de ambiente cultivado); Mix 10 (Bactérias de solo de
ambiente cultivado); Mix 11 (Bactérias de solo de ambiente cultivado); Mix 12
(Bactérias endofiticas de raizes de ambiente cultivado); Mix 13 (Bactérias
endofiticas de caule de ambiente cultivado); Mix 14 (Bactérias endofiticas de folha
de ambiente cultivado); Mix 19 (Fungos endofiticos de folha de ambiente natural);
Mix 21 (Fungos de solo de ambiente cultivado); Mix 22 (Fungos de solo de
ambiente cultivado); Mix 23 (Fungos endofiticos de raizes de ambiente cultivado);
CONTROLE (Plantas ndo tratadas com microrganismos). Cruz das Almas, Bahia,
Fevereiro de 2021.
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A avaliagdo destrutiva realizada aos 150 dias de cultivo permitiu a
guantificacéo da biomassa obtida a partir de cada tratamento (Tabela 2 e Figura

5), assim como de outras duas variaveis relacionadas araiz.

Tabela 2. Valores médios obtidos de abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ aos 150 dias

de aclimatizacéo. Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

Trat. Variaveis
Massa fresca  Massa seca Comprimento Numero Massafresca Massa seca
dasraizes (g) dasraizes (g) daraizprincipal(cm) de raizes dasfolhas(g) das folhas(g)
CONT. 192b 0,49 b 22,66b 2166a 30,78a 3,40 a
Mix 2 3,14 a 0,79 a 31,82a 23,00a 31,82a 3,46 a
Mix 9 291a 0,62 b 2490b 2533a 31,33a 3,66 a
Mix 13 2,12b 0,42 c 30,01a 2166a 30,01a 3,05a
Mix 6 0,92c 0,19c¢ 18,33¢c 18,33b 20,82b 192b
Mix 8 1,42 c 0,37 c 29,73a 15,00c 9,82 ¢c 1,03c
Mix 1 0,58 ¢ 0,17 c 13,90c 16,33b 18,38b 1,77b
Mix 3 1,06 c 0,20c 15,66c¢ 20,00a 21,51b 1,99b
Mix 10 167b 0,34 c 23,42b 20,33a 23,42b 2,36b
Mix 11 1,39¢ 0,39c¢c 28,50a 17,00b 10,17c 112c
Mix 4 1,83b 0,34 c 23,26b 20,33a 23,26b 2,26 b
Mix 5 1,07 c 0,27 c 8,30d 13,33¢c 8,30 ¢c 0,85¢c
Mix 12 1,20c 0,31c 31,80a 13,00c 10,28c 101c
Mix 7 0,79 ¢ 0,21c 15,50c¢ 17,33b 22,25b 212b
Mix 14 1,93b 0,35¢c 25,17b 19,66 a 25,17b 262a
Mix 19 1,06 c 0,28 ¢ 19,84c 18,00b 19,84b 195b
Mix 23 195D 0,32 ¢ 20,43c 18,66 b 20,94b 2,09b
Mix 21 155c 0,35¢c 24,86b 19,66 a 24,86b 2,77 a
Mix 22 187b 041c 2450b 21,00a 28,29a 294 a
CV% 33,31 33,06 18,31 13,76 18,34 22,11

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
(Abreviagao: Trat. — Tratamento).

Para o comprimento das raizes, o0s tratamentos que promoveram 0S
melhores resultados foram: Mix 2 (bactérias de solo de ambiente natural), Mix 13
(bactérias endofiticas de caule de ambiente cultivado), Mix 8 (bactérias de solo de
plantas de ambiente cultivado), Mix 11 (bactérias de solo de ambiente cultivado)
e Mix 12 (bactérias endofiticas de raiz de ambiente cultivado). Em contrapartida,
para essa mesma variavel varios tratamentos parecem ter afetado o comprimento

da raiz principal.
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O numero de raizes foi beneficiado por varios tratamentos, com as maiores
médias observadas para os grupos Mix 2 (bactérias de solo de ambiente natural),
Mix 9 (bactérias de solo de ambiente cultivado), Mix 13 (Bactérias endofiticas de
caule de ambiente cultivado), Mix 3 (bactérias de solo de ambiente natural), Mix
10 (bactérias de solo de ambiente cultivado), Mix 4 (bactérias de solo de ambiente
natural), Mix 14 (bactérias endofiticas de folhas de ambiente cultivado),
juntamente com Mix 21 (Fungos de solo de ambiente cultivado), Mix 22 (fungos
de solo de ambiente cultivado), incluindo o controle.

Para massa fresca e seca das folhas o Mix 2 (bactérias de solo de ambiente
natural), Mix 9 (bactérias de solo de ambiente cultivado) Mix 13 (bactérias
endofiticas de caule de ambiente cultivado) e Mix 22 (fungos de solo de ambiente
cultivado) promoveram os melhores resultados e nao diferiram significativamente
do controle. Para a massa seca das folhas, além desses tratamentos, o Mix 13
(bactérias endofiticas de caule de ambiente cultivado) e Mix 21 (fungosde solo de
ambiente cultivado) também promoveram ganho de massa.

De forma geral, para todas as variaveis, o Mix 2 (bactérias de solo de
ambiente natural) e Mix 9 (bactérias solo de ambiente cultivado) se destacaram

com oS maiores valores obtidos.
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Mix 6 Mix 21 Mix 4

15 cm

Figura 5. Abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’ microbiolizados com microrganismos

associados ao género Ananas.
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A correlagdo entre as variaveis analisadas das plantas aclimatizadas, ap6s
150 dias, encontra-se na Figura 6.

O conhecimento acerca dos coeficientes de correlacdo entre as variaveis é
de grande importancia e permite entendercomo a variacao de uma afeta a outra.
Nesse estudo foram identificadas correlagdes altamente significativas e positivas
entre a massa fresca das raizes (MFR) com a massa seca de raizes (MSR), o
numero de raizes (NR) e a massa seca de folhas, mas também, em menor grau,
com o comprimento da raiz principal (CR) e a massa fresca das folhas (MFF).

As varidveis massa fresca e seca das folhas (MFF e MSF) apresentaram
forte correlacdo entre si, assim como com a altura da planta (ALT), diametro da
copa (DIA) e numero de folhas (NF).

Baixas correla¢des foram identificadas entre as variaveis relacionadascom
o sistema radicular (MFR, MSR e CR) e as variaveis altura de planta (ALT),
diametro da copa e numero de folhas (NF). O comprimento da raiz principal (CR)
nao tem correlacdo com nenhuma das variaveis, com excecao da massa seca da
raiz (MSR). Nao foi identificada nenhuma correlagéo negativa entre as variaveis

de crescimento avaliadas.
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Figura 6. Correlacdo entre as varidveis analisadas das plantas aclimatizadas
(AACP.ALT - altura da planta; AACP.DIA - didametro da copa; AACP.NF - numero
de folhas)e ap6s 150 dias de aclimatizacdo (MFR - massa fresca das raizes; MSR
— massa seca das raizes; CR — comprimento da raiz principal; NR — namero de
raizes; MFF — massa fresca das folhas; MSF — massa seca das folhas). Cruz das

Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

O heatmap indicou a formacao de quatro grupos (Figura 7) com base nos
resultados obtidos para as diferentes variaveis analisadas. No G1 encontram-se
o Mix 2 e Mix 9, formados por bactérias de solo de ambiente natural e de cultivo,
bem como estdo presentes Mix 13 (bactérias endofiticas de caule de ambiente
cultivado) e o controle. O G2 foi constituido predominantemente por
microrganismos oriundos de ambientes de cultivo (Mix 14 (bactérias endofiticas
de folhas de ambiente cultivado), Mix 10 (bactérias de solo de ambiente cultivado),
Mix 22 (fungosde solo de ambiente cultivado), Mix 21 (fungos de solode ambiente

cultivado) e Mix 23 (fungos endofiticos de raizes de ambiente cultivado)), tanto
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bactérias como fungos, com excecdo de Mix 4 (bactérias de solo de ambiente
natural), 0 qual € proveniente de ambiente natural.

No G3 agruparam-se o0s tratamentos cuja origem dos microrganismos se
deu a partir de amostras provenientes de areas de ocorréncia natural, Mix 3
(bactérias de solo de ambiente natural), Mix 19 (fungos endofiticos de folhas de
ambiente natural), Mix 6 (bactérias endofiticas de caule de ambiente natural), Mix
7 (bactérias endofiticas de folhas de ambiente natural) e Mix 1 (bactérias de solo
de ambiente natural). O G4 foi constituido por bactérias oriundas do solo dos
ambientes de cultivo e também por endofiticos de raizes dos ambientes de
ocorréncia natural e de cultivo (Mix 5 (bactérias endofiticas de raizes de ambiente
natural), Mix 11 (bactérias de solo de ambiente cultivado), Mix 8 (bactérias de solo
de ambiente cultivado) e Mix 12 (bactérias endofiticas de raizes de ambiente

cultivado.
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Figura 7. Heatmap gerado a partir de 19 tratamentos Mix 1 (Bactérias totais de
solo de ambiente natural); Mix 2 (Bactérias de solo de ambiente natural); Mix 3

(Bactérias de solo de ambiente natural); Mix 4 (Bactérias de solo de ambiente
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natural); Mix 5 (Bactérias endofiticas de raizes de ambiente natural); Mix 6
(Bactérias endofiticas de caule de ambiente natural); Mix 7 (Bactérias endofiticas
de folha de ambiente natural); Mix 8 (Bactérias de solo de ambiente cultivado);
Mix 9 (Bactérias de solo de ambiente cultivado); Mix 10 (Bactérias de solo de
ambiente cultivado); Mix 11 (Bactérias de solo de ambiente cultivado); Mix 12
(Bactérias endofiticas de raizes de ambiente cultivado); Mix 13 (Bactérias
endofiticas de caule de ambiente cultivado); Mix 14 (Bactérias endofiticas de folha
de ambiente cultivado); Mix 19 (Fungos endofiticos de folha de ambiente natural);
Mix 21 (Fungos de solo de ambiente cultivado); Mix 22 (Fungos de solo de
ambiente cultivado); Mix 23 (Fungos endofiticos de raizes de ambiente cultivado);
CONTROLE (Plantas nédo tratadas com microrganismos) e nove variaveis
(AACP.ALT - altura da planta, AACP.DIA - diametro da copa, AACP.NF - nimero
de folhas, MFR - massa fresca das raizes, MSR — massa seca das raizes, CR —
comprimento da raiz principal, NR — nimero de raizes, MFF — massa fresca das

folhas, MSF — massa seca das folhas). Cruz das Almas, Bahia, fevereiro de 2021.

Com base nos resultados obtidos pela analise dos componentes principais,
os dois primeiros componentes foram responsaveis por 87,56% da variacéo total,
em que o componente principal 1 foi responsavel por 69,06% e 0 componente
principal 2, por 18,50% das variacdes dos dados (Figura 8).

As variaveis MSR e MFR apresentaram contribuicdes semelhantes para o
PCA 1, eisto pode ser verificado pelos vetores de maior comprimento e que foram
mais proximos ao eixo deste componente, conforme mostrado na Figura 8.

Existem correlagfes altas entre as variaveis MSR e MFR, pois formaram
angulos agudos entre si, também as variaveis MSF e MFF, e entre as variaveis
AACP.ALT, AACP.NF e AACP.DIA. Nao existe correlacdo entre as variaveis CR
e AACP.DIA e AACP.NF.
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Variables factor map (PCA)

Dim 2 (18.50%)

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Dim 1 (69.06%)

Figura 8. Grafico do componente principal 1 x componente principal 2 sobre as
variaveis CR (comprimento de raiz principal), MSR (massa seca das raizes), MFR
(massa fresca das raizes), NR (numero de raizes), MSF (massa seca das folhas),
MFF (massa fresca das folhas), AACP.ALT (altura da planta), AACP.NF (namero
de folhas), AACP.DIA (diametro da copa) pela PCA. Cruz das Almas, Bahia,
Fevereiro de 2021.

Densidade estomatica

As diferencas encontradas quanto a densidade estomatica nesse trabalho
apareceu naformacao de trés grupos com diferencas estatisticas entre si (Figura
9). Os estdbmatos dos abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’ estdo distribuidos naface
abaxial, sendo suasfolhas hipoestomaticas (BARBOZA etal., 2006). A densidade
estomatica encontrada variou para cada tratamento, apesar de todos estarem
submetidos as mesmas condi¢des de fornecimento de luz, agua e umidade. Esta
foi superior nos tratamentos Mix 21, Mix 5, Mix 2, CONTROLE, Mix 8, Mix 9, Mix
23, Mix 19, Mix 13, Mix 6 e Mix 10.
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Em contrapartida os menores valores encontrados para a densidade
estomatica foram para os tratamentos Mix 12, Mix 3, Mix 4, Mix 22, Mix 1 e Mix
14, sobretudo o tratamento Mix 11. As folhas das plantas apresentaram nimero
de estdmatos quevariaram de 73,87 mm?2 para Mix 11, valor esse estatisticamente
inferior aos observados para os demais tratamentos, sendo o maior namero

observado para Mix 10, 119, 13 mmz2
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Figura 9. Densidade estomética de abacaxizeiros aclimatizados cv. ‘BRS Imperial’
microbiolizados com microrganismos associados ao género Ananas. A. Média da
contagem de estdbmatos presentes nas folhas de abacaxizeiros; B. Estdmatos em
folhas de abacaxizeiros microbiolizados com Mix 10; B. Estdmatos em folhas de
abacaxizeiros microbiolizados com Mix 3 C. Estomatos em folhas de
abacaxizeiros microbiolizados com Mix 11. Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de
2021.
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indice de Mulamba & Mock (1978)

Com base nas avaliacdes realizadas nos diferentes periodos com os
tratamentos, os dados foram analisados a partir do indice de Mulamba & Mock
(1978), que se baseiam na soma dos “ranks” para classificar e hierarquizar os
tratamentos, resultando em um valor geral, que para o0 caso em questédo estimou
os tratamentos com os melhores resultados nas diferentes etapas (In vitro,
Aclimatizacdo, Canteiro e Campo) (Tabela 3). Com esse resultado foram
selecionados os tratamentos que tiveram o0s isolados submetidos ao
sequenciamento a fim de conhecer a identificacdo genética dos mesmos. A partir
desse indice foram selecionados 8 tratamentos, sendo eles: Mix 1, 2, 3, 4, 8, 9,
11 e 13.

Tabela 3. Ranking dos tratamentos em diferentes fases de avaliagdo com base
nos indices de Mulamba & Mock (1978). Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de
2021.

Tratamentos InVitro Aclimatizagao Canteiro Campo SumRk
MIX 9 13
MIX 13 20
CONTROLE 21
MIX 3 26
MIX 4 26
MIX 21 29
MIX 1 30
MIX 22 30
MIX 14 9 32
MIX 2 32
MIX 7 33
MIX 10 6 38
MIX 11 15 39
MIX 19 12 13 10 8 43
MIX 8 44
MIX 6 51
MIX 23 51
MIX12 55
MIX 5 64
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Andlise filogenética

A arvore filogenética mostrando as rela¢gdes entre os isolados bacterianos
e as espécies de referéncia relacionadas sédo representados na Figura 10. A
analiserevelou as cepas filogeneticamente relacionadas aosisolados bacterianos
associados ao microbioma de Ananas. As 110 sequéncias foram relacionadas a
12 géneros diferentes. A analise evidenciou a natureza heterogénea da
composicdo de cada mix, com a presenca de isolados filogeneticamente
relacionados a diferentes géneros de importancia agricola. A seguir, se encontra
a composicao de cada mix com a identificacdo do isolado e o género relacionado:
Mix 1 (BAC 334 Pseudomonas, BAC 408 Comamonas spp., BAC 182 Bacillus
spp., BAC 144 Staphylococcus); Mix 2 (BAC 329 Citrobacter, BAC 127
Acinetobacter, BAC 132 Acinetobacter, BAC 45 Acinetobacter, BAC 202
Paenibacillus, BAC 371 Arthrobacter, BAC 353 Pseudomonas, BAC 351 Bacillus
spp., BAC 196 Bacillus spp.); Mix 3 (BAC 347 Pseudomonas, BAC 178
Lysinibacillus, BAC 346 Enterobacter, BAC 174 Acinetobacter, BAC 423
Acinetobacter, BAC 119 Acinetobacter, BAC 319 Acinetobacter); Mix 4 (BAC 154
Bacillus spp., BAC 362 Lysinibacillus, BAC 342 Paenibacillus, BAC 364
Paenibacillus, BAC 186 Citrobacter); Mix 8 (BAC 245 Enterobacter, BAC 379
Enterobacter, BAC 206 Acinetobacter, BAC 14 Bacillus spp.); Mix 9 (BAC 40
Exiguobacterium, BAC 47 Arthrobacter, BAC 223 Bacillus spp., BAC 38 Bacillus
spp., BAC 226 Enterobacter, BAC 54 Acinetobacter) Mix 11 (BAC 216 Bacillus
spp., BAC 254 Bacillus spp., BAC 252 Paenibacillus, BAC 294 Chryseobacterium,
BAC 296 Chryseobacterium); Mix 13 (BAC 298 Citrobacter, BAC 219
Enterobacter, BAC 25 Acinetobacter, BAC 267 Acinetobacter, BAC 272
Acinetobacter, BAC 406 Acinetobacter, BAC 381 Acinetobacter).
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Figura 10. Arvore filogenética mostrando a relacdo das cepas utilizadas neste
trabalho com as espécies-tipo do banco de dados Genbank. Valores de bootstrap
acima de 70% sao mostrados. A arvore foi gerada com sequéncias de rDNA 16S

disponiveis no site LPSN (Lista de nomes procaridéticos com posicdo na
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nomenclatura - www.bacterio.net) e no NCBI. A andlise filogenética molecular foi
construidausando o método de Probabilidade de Maximun. Esta analise envolveu
110 sequéncias de nucleotideos. A arvore foi inferida com 840 sites alinhados. O
modelo de substituicdo de nucleotideos usado foi TVMe + R3. As analises de
bootstrap foram realizadas com 1.000 repeti¢cdes. A &rvore foi enraizada com a
sequéncia 16S rDNA de Gimesia fumaroli (Planctomycetes Phylum). A barra de
escala representa 0 numero de substituicdes esperadas por site. As analises
foram conduzidas no IQ-TREE 2 (MINH et al., 2020) e a arvore foi editada usando
o programa FigTree v1.4.4 (RAMBAUT, 2012).

DISCUSSAO

Efeitos damicrobiolizacdo na promocéo de crescimento das plantas in vitro

e desempenho nafase de aclimatizacdo de mudas

Na fase de cultivo in vitro, as mudas de abacaxizeiros ‘BRS Imperial’
responderam diferentemente a microbiolizacao realizada com bactérias e fungos
dos ambientes natural e de cultivo. Para a maioria das variaveis analisadas 0s
tratamentos que mais se destacaram foram os de bactérias de ambiente cultivado
principalmente, com os mixes 8 e 9. Foi observado que a maioria dos mixes
compostos de fungos tanto os de solo, como endofiticos estavam relacionadas as
maiores taxas de mortalidade, o que foi perceptivel por meio da porcentagem de
sobrevivéncia. Logo, algumas plantas nao resistiram a colonizagéo por fungos e
morreram. Dentre esses tratamentos, as plantas microbiolizadas com os mixes
15,16, 17, 18 e 24 ndo chegaram a etapa posterior de aclimatizac¢éo. O contréario,
no entanto, foi observado para os tratamentos compostos por bactérias.

A introducao de microrganismos associados ao género Ananas em plantas
provenientes do cultivo in vitro lhes proporcionou a oportunidade de
desenvolverem populacdes estadveis capazes de colonizar desde o ambiente
rizosférico até a endosfera, e foi pressuposto que esses efeitos poderiam de certa

forma persistir, assim como foi considerado que a exposi¢cdo das plantas as



101

populagfes de microrganismos poderia prepara-las para as fases posteriores da
aclimatizacdo, com uma parte aérea sadia e vigorosa e com sistema radicular
forte. Plantas com essas caracteristicas foram obtidas nesse estudo, como
também foi observado que algunsgrupos de microrganismos apesar de ndo terem
proporcionado crescimento da parte aérea suficiente, foram capazes de estimular
0 crescimento das raizes, que sdo fundamentais para a nutricdo das plantas.

Os efeitos da microbiolizacao in vitro com microrganismos foram sentidos
também em fase posterior a aplicacdo dos mesmos, como na aclimatizacéo, com
énfaseao Mix 9 que se destacou nas duasfases. De acordo a andlisefilogenética
a esse grupo pertencem bactérias dos géneros Exiguobacterium, Arthrobacter,
Bacillus spp., Enterobacter e Acinetobacter.

Durante a fase de aclimatizacdo foi observado desempenho diferenciado
das plantas em relacéo aos diferentes tratamentos, o que pode estar relacionado,
além da especificidade dos microrganismos envolvidos, a outros fatores.
Importante destacar, principalmente, o estresse pelo qual essas plantas passam
ao sairem do cultivo in vitro para a casa de vegetacdo, além de uma condicédo
morfolégicaaindaalterada pela fase heterotroficaque a plantaesta submetidanas
condicdes de laboratério. Um dos fatores que podem ser considerados aqui é a
auséncia de raizes ou, raizes muito pouco funcionais das plantas recém
aclimatizadas, o que pode explicar o baixo desempenho dos tratamentos como
Mix 5 (bactérias endofiticas de raizes de ambiente natural), Mix 12 (bactérias
endofiticas de raizes de ambiente cultivado) e Mix 23 (fungos endofiticos deraizes
de ambiente cultivado).

As plantas que mais se destacaram nesse trabalho foram as
microbiolizadas com o Mix 9 (bactérias de solo de ambiente cultivado) para as
variveis relacionadas a altura de planta, namero de folhas e diametro da copa
assim como, para quase todas as variaveis destrutivas e o Mix 2 (bactérias de
solo de ambiente natural) para todas as variaveis destrutivas relacionadas a
biomassa de parte aérea e raiz, incluindo CR e NR. Os géneros presentes nesses
mixes, conforme mostrado na Figura 10 sédo grupos de bactérias que vem sendo
estudadas para a promocao direta do crescimento das plantas, bem como suas

habilidades para controlar/suprimir doencas de plantas.
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Os mecanismos pelos quais as bactérias podem influenciarno crescimento
da planta iréo diferir entre espécies e cepas. Nado existe apenas um mecanismo
para promocdo do crescimento vegetal, e sim uma combinacdo de varios
mecanismos diretos e indiretos. Esses mecanismos podem estar atuando na
mobilizacdo e transporte de nutrientes para a planta pela fixacao de nitrogénio e
solubilizacdo/ mineralizacéo de fésforo, aumento da area de absorcéo das raizes,
producdo de reguladores de crescimento vegetal e de compostos organicos
volateis que estimulam o desenvolvimento vegetal e protecdo das plantas contra
patégenos (SPENCE; BAIS, 2015).

Estudostém sido conduzidos emrelagéo as habilidadesde varias bactérias
para promover o crescimento das plantas, dentre elas, as bactérias endofiticas
(SOUZA et al., 2015). Neste trabalho, as bactérias endofiticas, principalmente as
de ambiente cultivado (Mix 13) parecem ter atuado como promotoras de
crescimento promovendo ganho de biomassa de folhas e podem ter relagdo com
a densidade de estdmatos registrada para esse tratamento.

Alguns autores relatam em seus estudos com abacaxizeiros que a
aplicacdo de biofertilizantes contendo bactérias promotoras do crescimento de
plantas podem acelerar o crescimento das mesmas durante a aclimatizacéo
(WEBER et al.,, 2003a, WEBER et al., 2003b; BALDOTTO et al.,, 2010a;
BALDOTTO et al., 2010b), bem como a utilizacdo de outras estratégias como a
utilizacéo de reguladores de crescimento (CATUNDA et al., 2008) e aplicacdo de
acidos humicos (BALDOTTO et al., 2009) podem melhorar a performance das
plantas durante esse periodo (MOREIRA et al.,, 2006; BERILLI et al., 2011;
ARAGON et al., 2012; KUNZE et al., 2014).

Géneros variados de microrganismos promovem o crescimentodas plantas
sob condi¢cbes normais e de estresse, como por exemplo: Pseudomonas,
Enterobacter, Bacillus, Variovorax, Klebsiella, Burkholderia, Azospirillum, Serratia
e Azotobacter (KUMAR et al., 2018). Mello et al. (2002) avaliaram a eficiéncia de
19 isolados bacterianos na promocéo de crescimento de mudas micropropagadas
de abacaxi cv. Pérola utilizando diferentes métodos de bacterizacdo. Neste

trabalho foi demonstrado que a mistura de algunsisolados, aplicados viaimersao
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do sistema radicular, promoveram o aumento da biomassa de mudas de
abacaxizeiro micropropagados, reduzindo a fase de aclimatizacéo.

No presente trabalho os isolados bacterianos associados ao género
Ananas foram relacionados filogeneticamente com diferentes géneros de
importancia agricola. Esses séo relatados frequentemente associados a multiplos
beneficios nas plantas. A maioria dos isolados foram filogeneticamente
relacionados ao género Acinetobacter. Em experimento de co-inoculacdo de
Acinetobacter junii e fungos micorrizicos foi relatado aumento de duas vezes em
termos de biomassa em Solanum lycopersicum e Capsicum annuum. Este
aumento pode ser devido a maior absorcdo de P do solo e seu acumulo para os
brotos, resultando em biomassa vegetal aprimorada. Além disso, Acinetobacter
junii demonstrou maior solubilizacdo de fosfato e outras caracteristicas de
promocao de crescimento como producdo de amdnia, producdo de IAA, GA e
producdo de HCN (PADMAVATHI et al., 2015). Em nosso trabalho também foram
encontrados resultados promissores em plantas tratadas com os Mixes 2, 9 e 13
gue continham bactérias do género Acinetobacter na composicéo.

Um numero representativo de sequéncias foi relacionado ao género
Bacillusspp.. Emestudos com mudasde trigo, Selvakumaret al. (2008) relataram
a capacidade de cepas de Bacillus e Enterobacter na producédo de &cido indol
aceético e outros atributos como promoc¢éao de crescimento e influéncia positiva em
parametros de absorcao de nutrientes.

No presente trabalho ocorreram também sequéncias relacionadas
filogeneticamente a Citrobacter, Paenibacillus, Pseudomonas, Arthrobacter,
Chryseobacterium, Lysinibacillus, Exiguobacterium, Comamonas spp. e
Staphylococcus, porém em menor propor¢do. Esses grupos foram relatados em
diferentestrabalhosrelacionados a multiplasfuncdes e beneficios para as plantas.
O género Paenibacillus sp. foi relatado como o mais citado globalmente no
segmento de promocao de crescimento vegetal, ciclagem de nutrientes, producéo
de exopolissacarideos, e metabdlitos bioativos para controle biolégico e
propositos industriais (DAUD et al., 2019). Cepas de Arthrobacter TF1 e TF7
e Bacillus megaterium TF2 e TF3, isolados de Tamarix chinensis, Suaeda

salsa e Zoysia sinica foram capazes de hidrolisar caseina e solubilizar fosfato, e
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apresentaram pelo menos um gene relacionado a promoc¢ao de crescimento
vegetal, indicando seu potencial na promoc¢ao do crescimento de plantas (FAN et
al., 2016).

Domenech et al. (2006) afirmaram que o uso combinado de Bacillus
licheniformis CECT 5106, Pseudomonas fluorescens CECT 5398 e
Chryseobacterium balustinum CECT 5399 com LS213 tiveram um efeito sinérgico
na promogao do crescimento e biocontrole de tomate e pimenta contra murcha de
Fusarium e Rhizoctonia. Verma et al. (2016) isolaram bactérias cultivaveis do filo
Bacilli presentes na rizosfera de trigo de zonas agroecoldgicas na india, e com
base no sequenciamento do gene 16S rRNA foram identificados 8 grupos de
Bacillie dentre eles os géneros Exiguobacterium, Lysinibacillus, Paenibacillus e
Staphylococcus. Essas bactérias apresentam atributos de promocdo de
crescimento de plantas, que incluem promocéao de crescimento direta e indireta.
De modo semelhante esses grupos também foram identificados em nosso
trabalho associados ao género Ananas. Até onde sabemos, este é o primeiro
relato de estudo dessa natureza com a identificacdo de microrganismos
associados ao solo e endofiticos. Essas bactérias podem posteriormente ser
estudadas mais a fundo a fim de serem utilizadas como inoculantes para culturas
afins.

No que se refere a promog¢&o do crescimento com excecdo do controle, foi
notério que os melhores resultados foram obtidos pelo tratamento onde foram
empregadas as bactérias provenientes dos tratamentos Mix 9 (bactérias de solo
de ambiente cultivado) e Mix 2 (bactérias de solo de ambiente natural), mas
também Mix 13 (bactérias endofiticas de ambiente cultivado), como mostra a
analise de agrupamento. Esse resultado mostra que apesar de, no ambiente
natural ocorrerem menos interferéncia das a¢des antropicas, permitindo maior
diversificacdo dos microrganismos, no ambiente de cultivo, devido as constantes
intervencdes e praticas agricolas, existem microrganismos que podem apresentar
relacfes bem estabelecidas com a cultura.

Esse desempenho € um indicativo de que possivelmente os isolados
lograram éxito em estabelecer interaces com as plantas, favorecendo-as em

alguns aspectos. Esses microrganismos s&o frequentemente relatados na
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literatura com atuacoes e func¢des de interesses multiplos para as culturas (PARK
et al., 2015), (SOUZA et al., 2016), sendo seu uso refletido no desempenho das
mesmas.

E como foi observado aqui, o0s microrganismos utilizados
independentemente da sua origem, influenciaram as plantas em diferentes
aspectos, estabelecendo relacdes com resultados positivos, bem como foram
observados desempenhos pouco satisfatérios promovidos por alguns
tratamentos, o que pode estar atrelado a certa patogenicidade de algunsisolados
ou por reacdes das plantas a fatores abioticos.

Quanto a densidade estomatica, essa pode variar dentro de folhas, plantas
e individuosde uma Unicaespécie,assim como variar devido a fatores ambientais,
como luz,umidade do ar, disponibilidade de &gua e concentracdo atmosférica de
CO2 (PARADISO et al., 2017), influenciando na fotossintese e acumulo de
biomassa vegetal. Essa variacdo parece existir entre variedades de um mesmo
cultivotambém. Em umtrabalho realizado com abacaxizeiroscv. ‘Pérola’,Barboza
et al. (2006) relataram que aos seis meses em casa de vegetagdo foram
encontrados nas folhas das plantas uma média de 62 estbmatos mm?, valor esse
que difere bastante do encontrado em nosso trabalho aos 5 meses em casa de
vegetacao para os abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’.

Esses resultados, em relacdo a densidade estomatica, apesar de
promissores, deixam evidente que S80 necessarios outros parametros que
envolvem eficiéncia fotossintética para se chegar a conclusées mais consistentes
(PARADISO et al., 2017).

Foram observados incrementos nas plantas relacionados a variaveis
importantes como altura e biomassa da parte aérea e crescimento de raizes,
essas variaveis estdo diretamente relacionadas a qualidade das mudas. Tais
caracteristicas sao decisivas naretirada das mudas da casa de vegetacédo, o que
pode ser determinante para obten¢cdo de mudas mais vigorosas que responderao
melhoras etapas seguintes de plantio e colheita.

Finalmente, os resultados obtidos nesse trabalho podem ser considerados

promissores e com potencial para ser aplicado in vitro e naetapa de aclimatizagdo
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de mudas micropropagadas de abacaxizeiro visando promocéo de crescimento e

afetando diretamente na producéo de mudas de forma sustentavel.

CONCLUSOES

- Com a analise dos dados foi mostrado que 0s microrganismos presentes
nos mixes 8 e 9 foram mais eficientes na promoc¢ao do crescimento de plantas in
vitro;

- Plantas de abacaxizeiro micropropagadas tratadas com microrganismos
nafase in vitro apresentaram efeito de promocéo de crescimento também na fase
de aclimatizacgéao;

- Na aclimatizacao foi evidenciado que as plantas microbiolizadas com os
mixes 2, 9 e 13 apresentaram os melhores resultados para as variaveis
analisadas.

- As bactérias associadas ao microbioma de Ananas sao diversificadas e

foram associadas filogeneticamente a géneros de importancia agricola.
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ARTIGO Il

EFEITODE BACTERIAS PROVENIENTES DO MICROBIOMA FUNCIONAL
DE Ananas comosus NO CRESCIMENTO DA CV. ‘BRS IMPERIAL’

1Artigo a ser ajustado para posterior submissao ao comité editorial do periddico
cientifico Applied Microbiology and Biotechnology
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Efeito de bactérias provenientes do microbioma funcional de Ananas

comosus no crescimento da cv. ‘BRS Imperial’

Resumo: O interesse naaplicacdo de microrganismos como biofertilizantes esta
aumentandodevidoa sua eficiénciade absor¢do de nutrientes,além disso podem
atuar também na promoc¢éo do crescimento. Nesse sentido, o estudo teve por
objetivo avaliar o uso de biofertilizantes a base de bactérias provenientes do
microbioma associado ao género Ananas, na promoc¢ao do crescimento em
abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’, em canteiro e vasos. Para tanto, foram
preparadas as suspensodesbacterianas. Para o experimento 1 foram considerados
0s tratamentos: bactérias endofiticas de caule (BECPAC), bactérias de solo
(BASAC), BECPAC + BASAC e o controle. No experimento 2, as bactérias, 18 no
total e o controle, foram testadas individualmente em abacaxizeiros ‘BRS Imperial’
em vasos. As plantas foram mantidas em canteiros por 90 dias e ao final desse
periodo foram feitas as avaliagbes. Ja as plantas em vasos passaram por
avaliacOes periddicas (0, 30, 60 e 90 dias) com as variaveis de crescimento: altura
da planta (cm), diametro da roseta (cm), namero de folhas, comprimento da folha
D (cm), largura da folhaD (cm). Para as avaliacGes destrutivas foram coletados
os dados de massa fresca (g) e seca (g) da parte aérea e raizes. Em canteiros o
tratamento BECPAC formulado a base de bactérias endofiticasde caule,foi o que
esteve relacionado ao melhor resultado, seguido de BASAC. Em vasos, aos 90
dias foi observado que todos os isolados foram relacionados a promoc¢ao de
crescimento de pelo menos uma variavel, o que foi observado também para as
taxas de crescimento. O BAC406 e BACA45 se destacaram quanto a promocgao de
crescimento. O tratamento BECPAC promoveu o crescimento das plantas em
canteiro e promoveu aumento de biomassa da parte aérea e raizes em canteiro.
Todas as bactérias associadas ao género Ananas foram capazes de promover o
crescimento até certo grau, durante o desenvolvimento das plantas, melhorando

significativamente os parametros de crescimento.

Palavras-chave: biofertilizantes, microrganismos, abacaxizeiros.
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Effect of bacteria from the functional microbiome of Ananas comosus on the

growth of cv. ‘BRS Imperial’

Abstract: The interest in the application of microorganisms as biofertilizers is
increasing due to their nutrient absorption efficiency, in addition they can also act
in promoting growth. In this sense, the study aimed to evaluate the use of
biofertilizers based on bacteria from the microbiome associated with the genus
Ananas, in promoting growth in pineapplescv. ‘BRS Imperial’, in seed beds and
pots. For that, bacterial suspensions with isolates were prepared. For experiment
1 the treatments were considered: BECPAC,BASAC,BECPAC + BASAC and the
control with plants that did not receive the mixture of biofertilizers in beds. In
experiment 2, the bacterial isolates, 18 in total and the control, were individually
tested in ‘BRS Imperial’ pineapples in pots. The experimental design was
completely randomized, in both experiments. The plants were kept in beds for 90
days and at the end of that period, evaluations were made. Potted plants, on the
other hand, underwent periodic evaluations (0, 30, 60 and 90 days) with growth
parameters: plantheight(cm), rosette diameter (cm), numberof leaves, leaflength
D (cm), sheet width D (cm). For destructive assessments, fresh (g) and dry (g)
mass data from the aerial part and roots were collected. In beds, the BECPAC
treatment formulated based on stem endophytic bacteria was the one that was
related to the best result, followed by BASAC. In pots, at 90 days it was observed
that all isolates were related to the promotion of growth of at least one variable,
which was also observed for growth rates. BAC406 and BACA45 stood outin terms
of promoting growth. The BECPAC treatment promoted the growth of plantsin the
seed bed and increased the biomass of the aerial part and roots in the seeds bed.
All the bacteria associated with the genus Ananas were able to promote growth to
a certain degree, during the development of the plants, significantly improving the

parameters of growth.

Keywords: biofertilizers, microorganisms, pineapples.
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INTRODUCAO

A complexidade das interacOes ocorridas entre plantas e microrganismos
tem despertado o interesse da comunidade cientifica, gerando estudos que
evidenciam os efeitos benéficos dessa associacdo quanto aos aspectos de
crescimento, desenvolvimento, nutricdo, doencas e produtividade (MENDES et
al.,, 2013), que ndo se restringem apenas aos microrganismos presentes na
rizosfera (CALVO et al., 2014), mas também aos endofiticos (GLICK, 2014;
WALITANG et al., 2017).

Estudosiniciaisrelacionados a compreensao dos mecanismos de acdo das
bactérias promotoras do crescimento de plantas passaram por numerosos
desafios. Esses vao desde o entendimento dos processos bioquimicose
genéticos que caracterizam a base para a promoc¢ao do crescimento de plantas,
como também a ecologia da interacdo com as plantas hospedeiras como
fundamento da acéo benéfica, com a finalidade de aplicar essas bactérias como
biofertilizantes ou bioestimulantes para o estabelecimento de um manejo agricola
sustentavel (HARTMANN et al., 2019).

Diversos estudos relatam sobre a utilizacdo de microrganismos benéficos
em culturas de importancia agricola (EKIN et al., 2019; DIAS et al.,, 2017;
WALITANG et al., 2017), aplicados a partir de uma Unica cepa ou com Varias
cepas. O crescente interesse na aplicacdo de microrganismos como
biofertilizantes tem aumentado devido a sua eficiéncia de absor¢éo de nutrientes,
além disso podem atuar também na promocéo de crescimento (ZHANG et al.,
2021; OLANREWAJU et al., 2017) e nareducédode doencas de plantas (HU et al.,
2016; BERNAL et al., 2017).

A utilizacdo de biofertilizantes a partir de microrganismos funcionais pode
ser considerada uma alternativa eficaz e segura ao uso dos fertilizantes sintéticos
(WU et al., 2018). Com isso, muitos estudos tem sido realizados com diferentes
grupos de microrganismos. A exemplo, pesquisadores testaram a aplicacao de
biofertilizante a base de Bacillus subtilis e concluiram que o seu uso € uma
estratégia promissora para reduzir a emissdo de NHs agricola, mantendo o alto

rendimento da safra e mitigando os disturbios ambientais (SUN et al., 2020). A
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utilizacao de biofertilizantes a base de microrganismos foi relacionada também ao
aumento da biomassa em Medicago Sativa (ZHANG et al., 2020), ou ainda a
supressao de doencgas (FU etal., 2017).

Nesse sentido, o estudo teve por objetivo avaliar o uso de biofertilizantes
bacterianos provenientes do microbioma associado a Ananas spp., ha promogao

do crescimento em abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’, em canteiro e vasos.

MATERIAL E METODOS

Mudas micropropagadas de abacaxizeiros cv. ‘BRS Imperial’ foram
utilizadas para avaliar o efeito da aplicacdo de bactérias. As mudas que
compuseram o experimento foram fornecidas pela Biofabrica da Bahia. O
experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, localizada na cidade de Cruz das Almas, Bahia. O municipio esta
situado a 12°40’19” de Latitude Sul e 39°06’22” de Longitude Oeste a 220 m
acima do nivel do mar. Segundo a classificacdo de Kdppen (1936), o clima é
tropical quente e umido, com temperatura média anual de 24,5 °C, umidade
relativa de 80% e precipitagdo média de 1.249,7 mm anuais.

As mudas que compuseram oS experimentos 1 e 2 foram plantadas em
canteiros, com espacamento de 10 x 10 cm, a céu aberto. Apdés 30 dias de
estabelecidas foram separadas para montagem dos dois experimentos descritos

a sequir:

Experimento 1: Aplicacdo de biofertilizantes a base de mixes de bactérias

em abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ em canteiro

As bactérias colecéo biolégica de microrganismos associados a Ananas
spp. foram reativadas retirando-se 100 pL da suspensao celular de cada isolado
gue se encontrava armazenado em meio nutriente liquido acrescido de glicerol a
30% em freezera-22 °C, os quaisforam adicionados a erlenmeyers contendo 200
mL de caldo nutriente cuja composicao por litro é: 1000 ml de agua destilada, 1,5

g de extrato de carne, 5,0 g de peptona, 5,0 g de NaCl, 1,5 g de levedura. Feito
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iIsso, os erlenmeyres foram alocados em mesas agitadoras onde permaneceram
por 24 h sob agitacdo constante e em temperatura ambiente entre 22 °C e 31 °C.

As suspensdesobtidasde cada erlenmeyercom diferentes bactérias foram
reunidas emdiferentes béqueres para cada uma das suspensoes, as quais foram
padronizadas com base no valor de absorbancia e ajustadas para uma densidade
otica (D.O. s40 = 1) que corresponde a 108 UFC mL". Ao todo foram preparados
400 mL de cada isolado bacteriano. A cada preparo foi adicionada uma solucéo
de 3,6 L de MgCl2a 10 Mm, totalizando 4,0 L de cada isolado bacteriano. Em
seguida foram misturados em bombonas com capacidade de 50 L conforme os
tratamentos: BECPAC (Bactérias Endofiticas de Caule de Plantas de Ambiente
Cultivado), BASAC (Bactérias de Solo de Ambiente Cultivado), BECPAC +
BASAC (Bactérias Endofiticas de Caule de Plantas de Ambiente Cultivado +
Bactérias de Solo de Ambiente Cultivado) e o controle com plantas que nao
receberam a mistura de bactérias. A aplicacdo da mistura biofertlizante nas
plantas foi realizada com o auxilio de regador, e as plantas receberam essa
mistura uma Unicavez.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com o total de
250 plantas em cada canteiro, sendo trés tratamentos e o controle. As plantas
foram mantidas em canteiros por 90 dias e ao final desse periodo foram feitas as
avaliacdes para as seguintes varidveis de crescimento: altura da planta (cm),
diametro da copa (cm), numero de folhas, comprimento da folha D (cm), largura
da folha D (cm). Para as avaliagOes destrutivas foram coletados os dados de
massa fresca da parte aérea (g) e massa fresca de raizes (g), em seguida as
amostras foram alocadas em estufas de ventilagdo durante 72 h para
estabilizacdo dos dados de massa seca da parte aérea (g) e massa seca de raizes
(g). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas com base no teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade utilizando
programa estatistico SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2008).
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Experimento 2: Aplicacdo de bactérias testadas individualmente em

abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ cultivados em vasos

As mudasforam inseridas em vasos plasticos (20 x 17 cm), cuja capacidade
foi 3,3 L, contendo solo (Latossolo amarelo de textura franco-argilo-arenosa) e
apos o pegamento as suspensdes bacterianas foram adicionadas.

As bactérias da colec¢do bioldgica de microrganismos associados a Ananas
spp. foram reativadas retirando-se 100 pL da suspensao celular de cada isolado
gue se encontrava armazenado em meio nutriente liquido acrescido de glicerol a
30% em freezera-22 °C, os quaisforam adicionados a erlenmeyers contendo 100
mL de meio nutriente liquido cuja composicao por litro € a seguinte: 1000 ml de
aguadestilada, 1,5 g de extrato de carne, 5,0 g de peptona, 5,0 gde NaCl,1,5¢g
de levedura. Feito isso, os erlenmeyres foram alocados em mesas agitadoras
onde permaneceram por 24h sob agitacdo constante e em temperatura ambiente.

As suspensoOes bacterianas obtidas de cada erlenmeyerforam reunidasem
diferentesbéqueres para cada uma das suspensdes, as quais foram padronizadas
com base no valor de absorbancia e ajustadas para uma densidade otica D.O. 540
= 1) que corresponde a 108 UFC mL-1. Uma aliquota de 250 mL de cada cultura
bacteriana foi adicionada ao solo contido em vasos plasticos, bem como nesse
momento também as plantas foram regadas com essa solucao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com o total de
285 plantas em vasos, sendo 18 tratamentos (isolados bacterianos) e o controle
(nao tratado com bactérias). Cada tratamento foi composto por 15 plantas (Tabela
1). As plantas foram mantidas nos vasos ao ar livre durante 90 dias e receberam
adubacéo foliar com o fertilizante Nifhokam, (Fénix Agro), durante esse periodo a
cada 30 dias.

O efeito da microbiolizacdo foi avaliado por meio das varidveis de
crescimento da parte aérea: altura da planta (cm), didmetro da copa (cm), numero
de folhas, comprimento da folha D (cm), largura da folha D (cm). Com os dados
obtidos foram gerados boxplots para comparacdo entre os tratamentos, analise
de correlacao e andlise de cluster para o agrupamento dos tratamentos utilizando

0 programa estatistico R (R Development Core Team, 2017).
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Tabela 1. Descricdo dos isolados utilizados nos experimentos 1 e 2. Cruz das

Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

Identificacdo taxondmica

Isolado Nicho de ocupacao ao nivel de género
(BLAST-NCBI)
BAC25 Acinetobacter
BAC26 -
BAC210 -
BAC219 Enterobacter
BAC267 L. - Acinetobacter
BAC272 Bactérias endofiticas?! Acinetobacter
BAC?298 Citrobacter
BAC381 Acinetobacter
BAC388 -
BAC406 Acinetobacter
BAC40 Exiguobacterium
BAC45 Acinetobacter
BACA47 Arthrobacter
BAC54 Bactérias de solo? Acinetobacter
BAC222 -
BAC223 Bacillus spp.
BAC226 Enterobacter
BAC400 -

1Bactérias isoladas a partirde fragmentos do caule de plantas coletadas em areas de cultivo de Ananas comosus.
2Bactérias isoladas a partirde solo rizosférico de plantas coletadas em areas de cultivo de Ananas comosus.
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Figura 1. a. ativacéo dos isolados imersos em meio nutriente liquido durante 24 h

em mesa agitadora; b - c. padronizacéo das suspensodes bacterianas com base
no valor de absorbanciaem espectrofotdmetro; d — e. microbiolizagdo do solo com
as suspensOes bacterianas; f. transferéncia das plantas para local do
experimento; g. plantas aleatorizadas em area experimental. Cruz das Almas,
Bahia, Fevereiro de 2021.

RESULTADOS

Efeito da aplicacdo de biofertilizantes & base de mixes de bactérias em

abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ em canteiro

Os resultados da analise de crescimento para os tratamentos testados sédo

apresentados na Figura 2 (A-E).
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Para as variaveis altura da planta (Figura 2.A) e comprimento da folha D
(Figura 2.C) o tratamento BECPAC formulado a base de bactérias endofiticas de
caule, foi o que esteve relacionado ao melhor resultado, seguido de BASAC que
€ composto de bactérias de solo, que também diferiu significativamente do
controle. No entanto, as plantas microbiolizadas com o tratamento formulado a
partir da mistura dos mixes BECPAC + BASAC, responderam negativamente para
a variavel altura da planta.

Quanto ao diametro da copa (Figura 2.B) o BECPAC também se destacou
com os melhores resultados, ja o tratamento BASAC juntamente com o controle
nao diferiram estatisticamente entre si para essa variavel. O tratamento BECPAC
+ BASAC foi o que esteve relacionado a resultados inferiores aos demais.
Resultados semelhantes foram observados também para a variavel nimero de
folhas (Figura 2.D).

Ao analisar a variavel largura da folha, mais uma vez foi observado melhor
resultado para o tratamento BECPAC, seguido de BASAC. J4 o controle nédo
diferiu estatisticamente do tratamento BECPAC + BASAC para essa variavel
(Figura 2.E).
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Figura 2. Representacao grafica dos parametros de crescimento avaliados e os
tratamentos. A. altura da planta (cm); B. diametro da copa (cm); C. numero de
folhas; D. comprimento da folha D (cm); E. largura da folha D (cm). CONTROLE:
plantas que ndo foram tratadas com microrganismos; BASAC: bactérias de solo
de ambiente cultivado; BECPAC: bactérias endofiticas de caule de plantas de
ambiente cultivado; BECPAC + BASAC: Mixes de bactérias endofiticas de caule
de plantas de ambiente cultivado somado a bactérias de solo de ambiente
cultivado. Médias seguidas por mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de
2021.

Na tabela 2 sdo observados os efeitos da aplicacdo de biofertilizantes a
base de bactérias endofiticas e de solo em abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ (Figura
3), mas sobre as variaveis de biomassa da parte aérea e raizes. Para todas as
variaveis analisadas, massa fresca e seca da parte aérea e raizes o Unico
tratamento que diferiu estatisticamente dos demais com os melhores resultados
observados foi o tratamento BECPAC. Os outros tratamentos testados n&o

diferiram do controle.
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Tabela 2. Massa fresca e seca de folhas e raizes de abacaxizeiros ‘BRS Imperial’
sob efeito da aplicacao de biofertlizantes a base de bactérias provenientes do

microbioma associado a Ananas. Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

Folhas Raizes
Tratamento Massafresca Massaseca Massafresca Massaseca
@) @) ()] @)
CONTROLE 160,19b 29,61 b 262b 2,08 b
BASAC 217,72 b 31,74 b 205b 151b
BECPAC 322,03 a 50,93 a 4,05 a 3,05a
BECPAC +
BASAG 110,96 b 2397 b 207 b 159 b
CV% 33,22 16,43 33,07 32,97

Médias seguidas pormesma letra ndo diferem entre sipelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Controle: plantas que
nédo foram tratadas com bactérias; BASAC: bactérias de solo de ambiente cultivado; BECPAC: bactérias endofiticas de
caule de plantas deambiente cultivado; BECPAC + BASAC: Mixes de bactérias endofiticas de caule de plantas de ambiente
cultivado somado a bactérias de solo de ambiente cultivado.

BECPAC + BASAC BECPAC BASAC CONTROLE

Figura 3. Imagem comparativa das plantas 90 dias apds aplicacdo de
biofertilizantes & base de microrganismos e o controle. Cruz das Almas, Bahia,
Fevereiro de 2021.
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Efeito da aplicac&o de bactérias testadas individualmente em abacaxizeiros

‘BRS Imperial’ cultivados em vasos

Os efeitos da aplicacdo das bactérias testadas em abacaxizeiros ‘BRS
Imperial’ podem ser observados na Figura 4 (A-D).

O boxplotcomparativo entre as amostras para a variavel altura das plantas
mostra a variagado existente entre os tratamentos e assimetria presente na
distribuicdo dos dados para a maioria dos tratamentos.

Acréscimos na altura das plantas podem ser observados no sentido da
distribuicdo dos tratamentos no boxplot, crescente do tratamento 223 a 38 (Figura
4.A). Os isolados BAC298, BAC40, BAC210, BAC226, BAC267, BAC272,
BAC219, BAC381, BAC26, BAC406, BAC25 e BAC38 promoveram acréscimos
naaltura da planta em comparac¢éo ao controle, com destaque para BAC38, ja os
isolados BAC45,BAC400,BAC222,BAC47,BAC54 e BAC223 estdo relacionados
a decréscimos para a mesma variavel, sobretudo para o BAC223.

Quando comparados os tratamentos para a variavel diametro da copa, os
melhores resultados foram promovidos pelos tratamentos BAC400, BAC45 e
BAC222, com destaque para o ultimo em que foi observado maior promogéo de
crescimento. Comportamento semelhante ao controle foi observado para os
tratamentos BAC223, BAC298, BAC40 e BAC406. Os demais tratamentos
proporcionaram reducdo do diametro da copa com destaque para o BAC267
(Figura4.B).

Em relacdo a variavel namero de folhas, podem ser observados aumentos
crescentes no sentido BAC267 aBACA45. Os isolados BAC222, BAC406 e BAC45
produziramos melhoresresultados, com destaque para o ultimo citado, no entanto
resultados semelhantes ao controle foram obtidos para os tratamentos BAC47,
BAC296 e BAC226.0s demais tratamentos apresentaram-se inferiores aos acima
citados, com destaque para BAC267 e BAC38 (Figura 4.C).

Para a largura da folha D foram observadas variacdes discretas entre os
tratamentos, com aumentos no sentido crescente dos tratamentos BAC219 a
BACA45. Os piores resultados foram registrados para os tratamentos BAC219,

BAC223 e o controle, os demais tratamentos estdo relacionados aos melhores
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resultados com destaque os tratamentos BAC45, BAC298, BAC222 e BAC25
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Figura 4. A-D. Boxplot representativo das variaveis de crescimento comparando-
se os tratamentos. A - Altura da planta; B — diametro da copa; C — Numero de
Folhas; D - Largura da folha D. Tratamentos: BAC25; BAC26; BAC210; BAC219;
BAC267;BAC272,BAC298,BAC381,BAC388,BAC406,BAC40,BAC45,BACA47,
BAC54, BAC222, BAC223, BAC226, BAC400. Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro
de 2021.

A anélise de correlacdo para as variaveis altura da planta (ALT), diametro
da copa (DIA), Namero de folhas (NF) e Largura da folha D (LF) constana Figura
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5. Avariavel ALT néo foi correlacionada com as variaveis DIA e NF, apresentou
apenas baixa correlacdo com LFD. Ja a variavel DIA foi correlacionada com NF e

também LFD. Foram observadas correla¢des entre NF e LFD.
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Figura 5. Correlacdo entre as variaveis analisadas dos abacaxizeiros ‘BRS
Imperial’ aos 90 dias em vasos. ALT — altura da planta; DIA — diametro da copa;
NF - numerode folhas;LFD: largurada folhaD. Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro
de 2021.

As variaveis de crescimento analisadas ao longo do tempo (0-90 dias)
foram submetidas a aplicacdo da taxa de crescimento, onde foram observadas
variacdes entre os tratamentos (Figura 6.A-D). A taxa de crescimento aplicada a
varidvel altura da planta, representada no boxplot, mostra incremento no sentido
crescente do controle para o tratamento BAC210. Os tratamentos com resultados
semelhantes ao controle foram BAC400, BAC54 e BAC406. As maiores taxas de
crescimento para essa variavel foram observadas para os tratamentos BAC267 e
BAC210 (Figura6.A).

Dentre os tratamentos, as taxas de crescimento obtidas para a variavel

diametro da copa seguem no sentido crescente do tratamento BAC272 ao
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BAC222 (Figura 6.B). As taxas que se diferenciaram do controle positivamente
foram observadas para os tratamentos BAC54, BAC223,BAC400,BAC47,BAC45
e BAC222, com destaque para o ultimo citado. Os demais obtiveram taxas de
crescimento menores que o controle, sobretudo os tratamentos BAC272 e
BAC215.

VariagOes discretas foram observadas entre as taxas de crescimento para
o comprimento da folha D (Figura 6.C). Apesar disso, os tratamentos BAC406,
BAC38, BAC40 e BAC210 apresentaram os melhores resultados.

Quanto as taxas de crescimento considerando a variavel largura da folha,
as plantas obtiveram resultados mais satisfatorios com os tratamentos BACA45,
BAC47, BAC298 e BAC54, no entanto além desses, os tratamentos BAC40,
BAC267, BAC210, BAC272, BAC38, BAC222, BAC400, BAC223 e BAC226
apresentaram-se mais semelhantes ao controle. Os demais tratamentos estao

relacionados aos piores resultados, sobretudo o tratamento BAC219 (Figura 6.D).
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Figura 6. A-D — Boxplotrepresentativo das taxas de crescimento comparando-se
os tratamentos. A - Altura da planta; B — Diametro da copa; C —Comprimento da
folhaD;D - Largura da folha D. Tratamentos: BAC25; BAC26;BAC210; BAC219;
BAC267;BAC272,BAC298,BAC381,BAC388,BAC406,BAC40,BACA45,BAC47,
BAC54, BAC222,BAC223, BAC226,BAC400.

A andlise conjunta dos dados correlacionando-se as taxas de crescimento
e os tratamentos encontra-senaFigura7. O grupo | € composto pelos tratamentos
BAC226 (Enterobacter), BAC298 (Citrobacter) e BAC25 (Acinetobacter). As
variaveis que mais contribuiram para formacdo desse grupo foram TXALT e
TXDIAM, com resultados poucos satisfatérios para essas taxas. No grupo 2
encontram-se os tratamentos BAC38 (Bacillus spp.) e BAC40 (Exiguobacterium),
cujas variaveis que influenciaram nessa composi¢cdo foram TXALT, TXDIAM e
TXCFD, sendo observados resultados promissores para as taxas de crescimento
relacionadas a altura da planta e comprimento da folha D. Para a formacéo do
grupo 3, as varidveis que mais influenciaram na composicdo foram TXDIA e
TXALT, com os melhores resultados relacionados a TXALT. Nesse grupo
encontram-se o0s tratamentos BAC210 (Género néao identificado), BAC267
(Acinetobacter) e BAC26 (Género néao identificado). No grupo 4 encontram-se 0s
tratamentos BAC272 (Acinetobacter), BAC219 (Enterobacter) e BAC38l
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(Acinetobacter), e as variaveis que influenciaramesse agrupamento foram TXALT
e TXDIAM, com resultados pouco expressivos para essas taxas.

Para a formac&o do grupo 5, as varidveis que mais contribuiram foram
também TXALT e TXDIAM, com a representacdo dos tratamentos BAC400
(Género nao identificado), controle, BAC54 (Género nao identificado), BAC223
(Bacillus spp.) e BAC406 (Acinetobacter). Esses tratamentos apresentaram
resultados satisfatorios para a variavel TXDIAM, com exce¢do do BAC406. Para
TXALT, esses tratamentos apresentaram resultados pouco satisfatorios. Para as
demais taxas os resultados variaram entre os tratamentos.

O grupo 6, formado pelos tratamentos BAC222 (Género nao identificado),
BAC45 (Acinetobacter) e BAC47 (Arthrobacter), apresentou os melhores
resultados para TXDIA. Entretanto, quanto as outras variaveis, como TXALT e
TXCFD esses tratamentos ndo responderam positivamente. Bons resultados

foram observados também para LFD.
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Figura 7. Heatmap formado a partir das variaveis TXALT - Altura da planta;
TXDIAM - Diametro da copa; TXCFD — Comprimento da folha D; TXLF - Largura
da folha D, e dos tratamentos: BAC25; BAC26; BAC210; BAC219; BAC267,;
BAC272, BAC298,BAC381, BAC388,BAC406, BAC40,BAC45, BAC47, BACH4,
BAC222, BAC223,BAC226, BAC400.

Os tratamentos também foram testados quanto a sua capacidade de
promoverem incremento na biomassa da parte aérea e raizes (Tabela 3). Para as
varidveis massa fresca e seca da parte aérea e massa seca de raizes, 0s
tratamentos nao diferiram estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5%. Apesar
disso, foram observadas diferencas entre as médias para as variaveis testadas.
Ja para a massa fresca de raizes, os tratamentos BAC45, BAC272 e BAC210
diferiram estatisticamente dos demais, promovendo incremento da massa fresca

de raizes.
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Tabela 3. Valores médios obtidos de abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ cultivados em

vasos. Cruz das Almas, Bahia, Fevereiro de 2021.

Variaveis
TRATAMENTOS Massa fresca Massa seca Massa fresca  Massa seca
da parte aérea () da parte aérea (g) das raizes (g) das raizes ()
BAC54 31,34 a 6,69 a 4,82b 4,32 a
BACA47 36,31 a 7,40 a 6,60 b 5,76 a
BAC226 41,62 a 8,80 a 483 b 4,09 a
BAC272 45,51 a 13,53 a 13,76 a 7,12 a
BAC400 46,19 a 11,81 a 7,96 b 592 a
BAC210 47,28 a 10,72 a 14,40 a 10,43 a
BAC40 47,87 a 12,21 a 6,94 b 6,01 a
BAC267 49,42 a 13,73 a 3,9 b 3,34 a
BAC45 50,94 a 11,81 a 12,04 a 9,03 a
BAC26 55,50 a 13,45 a 539b 4,57 a
BAC223 55,81 a 10,23 a 7,19 b 5,80 a
BAC388 57,06 a 12,67 a 6,45 b 572 a
BAC381 57,14 a 18,54 a 4,26 b 3,69 a
BAC298 58,10 a 10,31 a 6,15 b 5,38 a
BAC219 62,90 a 14,50 a 6,41 b 5,45 a
BAC222 72,20 a 12,27 a 8,16 b 6,74 a
BAC25 74,28 a 17,54 a 9,20 b 7,37 a
BAC406 87,45 a 18,35 a 7,32 b 6,05 a
CONTROLE 59,39 a 16,92 a 5,48 b 4,26 a
CV% 28,61 34,05 36,76 36,9

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

DISCUSSAO

Aplicacdo de mixes de bactérias em abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ em

canteiros

Este estudo investigou a promoc¢do de crescimento vegetal relacionado a
bactérias endofiticas cultivaveis e de solo provenientes do microbioma associado
a Ananas spp.. Coma analise das variaveis de crescimento foi possivel quantificar
diferencas entre os tratamentos e avaliar a potencialidade dos biofertilizantes na
promocdo do crescimento dos abacaxizeiros ‘BRS Imperial’. As varidveis

avaliadas mostraram a eficiéncia das bactérias no crescimento das plantas.
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As bactérias que compuseram o tratamento BECPAC foram eficientesem
promover o crescimento das plantas em canteiro, e esses resultados foram
obtidos em todas as variaveis de crescimento avaliadas, além disso foi o Unico
tratamento que promoveu aumento de biomassa da parte aérea e raizes, com
resultados expressivos. As bactérias de solo rizosférico (BASAC) associadas ao
género Ananas também promoveram o crescimento das plantas, contudo os
resultados foram inferiores ao BECPAC e reproduziram resultados semelhantes
ao controle para algumas variaveis.

J& os resultados da combinacdo dos mixes BECPAC + BASAC foram
relacionados a reducéo do crescimento das plantas avaliadas. O que pode estar
associado a competicdo entre as populacdesbacterianas, gerando efeito negativo
no crescimento.

O biofertizante que destacou-se neste trabalho foi preparado a base de
bactérias endofiticas isoladas de caules de Ananas spp., 0 qual tem em sua
composicdo a predominanciade bactérias do género Acinetobacter, no entanto
nessa mesma composicdo encontram-se bactérias do género Enterobacter e
Citrobacter. De modo semelhante ao presente estudo, em que verificamos a
promocao de crescimento por bactérias, foram observados variados estudos que
mostram a capacidade de bactérias dos géneros aquitestados em promoverem
incremento para as diversas culturas.

Bactérias do género Acinetobacter tem sido objeto de diversas pesquisas,
desde o0 seu uso como bactérias promotoras do crescimento de plantas a
utilizacéo para biorremediacdo em solos contaminados. Estudos mostram que a
espécie Acinetobacter calcoaceticus SE370 foi relacionada ao aumento no
crescimento de pepino, couve chinesa e margarida, induzido pela producéo do
acido giberélico secretado pela bactéria. Além disso, foi constatado que a
promoc¢ao do crescimento das plantas também estava relacionada a converséo
do fésforo insoluvel do solo em formas solUveis que estdo prontamente
disponiveis para as plantas (KANG et al., 2009).

A fim de investigar as propriedades de promocao de crescimento como a
producdo de acido indol acético (IAA), solubilizacao de fosfato e 6xido de zinco e

a producao de sideroforos, cepas de Acinetobacter foram isoladas da rizosfera de
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milheto. Os resultados obtidos nesse estudo corroboram a hipétese de que as
cepas de Acinetobacter tem o potencial de atuar como rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas e podem aumentar o crescimento do milheto,
particularmente sob condi¢cbes ambientais estressantes, onde o ferro, fontes de
fosfato ou zinco podem ser limitadas (ROKHBAKHSH-ZAMIN et al., 2011).

Na literatura encontram-se poucos relatos de ocorréncia do género
Acinetobacter em abacaxizeiros (ESPOSITO-POLESI et al., 2017), e além disso,
naoforam encontrados estudosreferentes a aplicacdo de bactérias desse género,
bem como de Citrobacter e Enterobacter em abacaxizeiros com a finalidade de
promocao do crescimento.

O género Citrobacter é citado na literatura, em variados estudos,
relacionado a espécies causadoras de patologias em humanos (LIYUN et al.,
2018; WARD et al., 2021), assim como o género Enterobacter (MASHALY et al.,
2021; PRUSAKOV et al., 2021), no entanto, a essas bactérias também podem ser
atribuidas outras finalidades (HAYAT et al., 2010). Ambos os géneros citados
pertencem a familia Enterobacteriaceae, e séo bactérias diazotroficas com
atividades de promogéao de crescimento (KENNEDY et al., 2004).

Dentre as atividades diretamente relacionadas a promog¢éao do crescimento
por bactérias do género Enterobacter, encontram-se a solubilizacao de fésforono
solo, fixacdo do nitrogénio, producdo de antibidticos, entre outras. Estas
competéncias podem torna-las adequadas ao uso para o crescimento de plantas.
Além disso, cepas de Enterobacter ja foram desenvolvidas comercialmente como

promotores de crescimento de plantas e agentes de biocontrole (JHA et al., 2011)

Aplicacdo de bactérias testadas individualmente em abacaxizeiros ‘BRS

Imperial’ cultivados em vasos

No presente estudo foi realizado um bioensaio, a partir do uso de bactérias
endofiticas e de solo associadas ao microbioma de Ananas spp., testadas
individualmente quanto a sua capacidade na promoc¢do de crescimento em
abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ cultivados em vasos. No microbioma de Ananas

existem grupos diversos de endofitos bacterianos cultivaveis,bem como bactérias
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de solorizosférico (SOUZA et al., 2019) e esses grupos bacterianos apresentaram
respostas variadas para as diferentes variaveis de crescimento.

As diferentes respostas observadas para cada tratamento em virtude das
variaveis analisadas podem ser atribuidas ao fato de que os microrganismos
utilizados, pertencem a diferentes géneros, e esses podem estar envolvidos em
diversas atividades no solo ou na planta, devido a especificidade de cada um.

De acordo aos resultados obtidos nesse estudo, foi observado que para
cada variavel analisada, diferentes tratamentos se destacaram, mostrando a
capacidade de promocédo de crescimento para variaveis especificas. No entanto,
guando considerados os boxplots formados em funcao da anélise realizada para
os tratamentos 90 dias ap0s a aplicacdo das bactérias € possivel identificar
tratamentos que foram eficientes na promoc¢do de todas as variaveis de
crescimento, a exemplo do BAC406, filogeneticamente relacionado a
Acinetobacter calcoaceticus. Os tratamentos BAC298 (Citrobacter), BAC40
(Exiguobacterium), BAC226 (Enterobacter), BAC222 (Género nao identificado) e
BACA45 (Acinetobacter) promoveram o crescimento de trés das quatro variaveis
estudadas. Os outros tratamentos promoveram crescimento de duas ou apenas
uma das varidveis. O tratamento BAC45 além da promocdo de crescimento
observada para o diametro da copa, numero de folhas e largura da folha D,
também foi eficiente em promover incremento na biomassa das raizes.

Quando observadas as taxas de crescimento que consideram a avaliacao
final menos a inicial, é possivel verificar que houve incremento na promog¢éo do
crescimento para todos os tratamentos, em pelo menos uma das variaveis
adotadas, com destaque para BAC400 (Género néo identificado) e BAC47
(Arthrobacter) que promoveram incremento no crescimento para todas as
varidveis analisadas. Foi observado ainda que os tratamentos BAC54, BAC45,
BAC222,BAC223,BAC272,BAC226,BAC40,BAC388,BAC267e BAC210foram
eficientes na promoc¢do de trés das quatro variaveis, ja o BAC406, BAC298 e
BAC26 duas variaveis e BAC381 juntamente com o BAC219 apenas uma. Esses
resultados mostram que as bactérias testadas conseguiram colonizar e

estabelecer interacdes benéficas com as plantas.
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Todas as bactérias testadas neste estudo pertencem a géneros bacterianos
gue ja foram relatados na literatura em diversos trabalhos com a capacidade de
promocdo de crescimento de plantas, como Acinetobacter, Enterobacter,
Citrobacter, ja citadas anteriormente e também Bacillus e Exiguobacterium.
Bactérias do género Bacillus sdo amplamente utilizadas, desde o seu uso no
controle bioldgico de patdégenos de plantas (BRANDI et al., 2018; FIRA et al.,
2018), a sua utilizacdo como agentes promotores de crescimento de plantas para
as diversas espécies agricolas (BEN et al., 2018).

O género Exiguobacterium tem se destacado em diversas pesquisas na
agricultura, meio ambiente e industria (KASANA; PANDEY, 2018). Alguns
isolados possuem capacidade de promocao de crescimento de plantas (KUMAR;
VERMA, 2018), e atualmente estdo sendo explorados para aumentar a producéo
agricola. Foi também relatada melhora na germinacao e nos parametros iniciais
de crescimento de diferentes espécies de plantas em condi¢des de cultivo em
vaso (ZHANG et al., 2013), como no presente estudo.

Estudos envolvendo a selecéo e estabelecimento das diversas espécies de
bactérias benéficas, bem como seu modo de atuacdo e substancias ativas,
ajudardo naformulacéo de biofertilizantes paraaplicagdo em produc¢des agricolas.

Os isolados mostraram grande potencial de uso para a cultura do
abacaxizeiro como promotores de crescimento. Todas as bactérias associadas a
Ananas spp. foram capazes de promover o crescimento até certo grau, durante o
desenvolvimento das plantas, melhorando significativamente os parametros de
crescimento. Essas informacdes podem ser de grande valia para conducéo de
estudos futuros e possiveis aplicacfes destes isolados como biofertilizantes a fim
de melhorar os resultados obtidos em campo com o plantio de mudas de
abacaxizeiros.

Esses resultados demonstraram a importancia da utilizacdo dos
microrganismos associados ao género Ananas, 0s quais poderao ser explorados
a fim de promoverem o crescimento de plantas e possivelmente aumentar a sua
produtividade. Promover o crescimento das plantas por meio do aproveitamento
do microbioma do solo possui um enorme potencial para fornecer uma solucao

ambientalmente correta para as crescentes demandas de alimentos.
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Portanto, pesquisas adicionais sobre as interagbes dinamicas entre as
plantas cultivadas, o0 microbioma associado e 0 meio ambiente sdo necessarias
para melhor orientar o aproveitamento do microbioma visando aumentar o

rendimento e a qualidade das culturas.

CONCLUSOES

- O tratamento BECPAC promoveu o crescimento das plantas em canteiro e
promoveu aumento de biomassa da parte aérea e raizes em canteiro;

- A combinagdo dos mixes BECPAC com BASAC reduziu o crescimento de
abacaxizeiros ‘BRS Imperial’ em canteiro;

- O tratamento BAC406 promoveu o crescimento das plantas para todas as
variaveis analisadas aos 90 dias;

- O tratamento BACA45 além da promoc¢do de crescimento observada para o
diametro da copa, numero de folhas e largura da folha D, também foi eficiente em
promover incremento na biomassa das raizes aos 90 dias;

- Para as taxas de crescimento os tratamentos BAC400 e BAC47 promoveram

incremento no crescimento para todas as variaveis analisadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

As plantas vivem em associacdo com uma grande variedade de
microrganismos, e a fim de entender como essas relacbes se estabelecem, os
pesquisadores tem se dedicado em inumeros estudos sobre a composicédo dos
microbiomas nos diferentes ambientes e relacionados a diferentes culturas, bem
como as suas funcdes e os fatores que influenciam na composi¢cédo e dinamica
dos microbiomas nas plantase nosolo. No entanto, apesar dos inUmeros estudos,
ainda ha muito a ser descoberto e entendido. E, com a finalidade de ampliar esse
conhecimento esse estudo foi realizado.

No presente trabalho foi observado como os diferentes ambientes
influenciam na composicéao e dinamica dos microbiomas dos compartimentos das
plantas e também dos solos rizosféricos, apesar disso as plantas compartilham
em certo grau alguns grupos especificos de microrganismos. Além disso, foi visto
COmMo 0S microrganismos associados ao género Ananas podem ser utilizados em
beneficio da cultura do abacaxizeiro.

Finalmente, todas as informacdes obtidas nesse trabalho sdo relevantes e
promissoras, e poderao ser utilizadas a fim de melhorar o cultivo do abacaxizeiro,
considerando uma nova abordagem de plantio, que é sustentavel, através da

manipulagéo e uso dos microbiomas em beneficio da cultura.



