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RESUMO

DA SILVA, Cleudison Gabriel Nascimento. Uso da Técnica de PCR em Tempo Real para
Quantificacdo de Bactérias Diazotréficas Endofiticas em Tecidos de Cana-de-acgucar.
2017. 98 f. Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia, Agronomia). Instituto de Agronomia,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2017.

O inoculante para cana-de-agUcar, desenvolvido pela Embrapa Agrobiologia, pode aumentar a
producdo da cultura por meio da promoc¢do do crescimento vegetal. Esse biofertilizante é
composto por estirpes de cinco espécies de bactérias diazotroficas: Herbaspirillum
rubrisubalbicans (HCC103), H. seropedicae (HRC54), Gluconacetobacter diazotrophicus
(Pal5"), Nitrospirillum amazonense (CbAmc) e Paraburkholderia tropica (Ppe8'), as quais
foram isoladas da prépria cultura. Além de fixarem nitrogénio atmosférico, essas bactérias
também desempenham outros papeis tais como: atividade antipatdgena, producdo de
horménios vegetais e siderdforos, e 0 aumento da tolerancia a estresses. Apesar desses efeitos
benéficos, ainda h& necessidade de ampliar o conhecimento sobre o estabelecimento das
bactérias inoculadas nos tecidos da cana-de-acucar. A fim de monitorar a populacional dessas
bactérias no interior da planta foram desenhados primers para PCR em Tempo Real utilizando
(QPCR) o0s programas Primers3Plus e Oligo Explore. Esses primers tiveram sua
especificidade avaliada em nivel de espécie e estirpe utilizando a PCR convencional para
posterior utilizacdo na quantificacdo por qPCR. A quantificacdo das bactérias do inoculante
utilizando o qPCR com os primers selecionados foi comparada com as técnicas de contagem
em Céamara de Neubauer e Microgota em placa. Para testar os primers, a partir do DNA
extraido de plantas de cana-de-agucar, foram montados dois experimentos, um ao ar livre em
solo e 0 outro em casa de vegetacdo em areia com vermicula (2:1) esterilizada, ambos na
Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ, utilizando as variedades de cana-de-agicar RB867515
e RB92579. As coletas de tecidos ocorreram para o primeiro experimento aos 90, 180 e 270
dias apos o plantio e para o segundo aos 25, 40 e 55 dias apds a inoculacdo. O DNA para
analise foi extraido de aproximadamente 300 mg de cada tecido (raiz e parte aérea). As
analises de PCR mostraram que os primers Hrl03C4062, Pt8C14 e Pt8C3641 sdo
provavelmente estirpe-especifico para a estirpe HCC103 de H. rubrisubalbicans e a estirpe
Ppe8’ de P. tropica respectivamente. O primer de maior sensibilidade foi o NaCbCgyrA
capaz de amplificar a partir de apenas 0,0000067 ng de DNA alvo. A gPCR mostrou maior
sensibilidade para quantificacdo do numero de células bacterianas que a contagem por
Microgota em placa pelo teste de média Tukey a 5% de significancia. As analises estatisticas
do experimento | mostraram que ndo houve diferenca significativa na populacdo geral das
bactérias que compdem o inoculante para cana-de-agucar, para os tratamentos inoculados e
ndo inoculados, ou com e sem dose de N-fertilizante. No experimento Il também n&o houve
diferenca estatistica na média geral, para tratamento inoculado e controle, porém, para as
espécies bacterianas do inoculante individualmente houve acréscimo populacional
significativo. Além disso, em ambos o0s experimentos a populacdo das bactérias do inoculante
para cana-de-acucar foi reduzida com o tempo.

Palavras-chave: Endofiticas, Saccharum officinarum, Oligonucleotideos, Quantificacao,
gPCR.
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ABSTRACT

DA SILVA, Cleudison Gabriel Nascimento. Use of the Real-Time PCR Technique for
Quantification of Endophytic Diazotrophic Bacteria in Sugarcane Tissues. 2017. 98 f.
Dissertation (Masters in Plant Science, Agronomy). Institute of Agronomy, Department of
Plant Science, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2017.

The inoculant for sugarcane, developed by Embrapa Agrobiology, can increase crop
production by promoting plant growth. This biofertilizer is composed of strains from five
species of diazotrophic bacteria: Herbaspirillum rubrisubalbicans (HCC103), H. seropedicae
(HRC54), Gluconacetobacter diazotrophicus (Pal5"), Nitrospirillum amazonense (CbAmc)
and Paraburkholderia tropica (Ppe8"), which were isolated from sugarcane. In addition to
fixing atmospheric nitrogen, these bacteria also play other roles such as: antipathogenic
activity, production of plant hormones and siderophores, and increased stress tolerance.
Despite these beneficial effects, there is still a need to increase the knowledge about the
establishment of the bacteria inoculated in the sugarcane tissues. In order to monitor the
population of these bacteria inside the plant primers were for PCR and Real Time using
(gPCR) designed ubsing the solftwares Primers3Plus and Oligo Explore. These primers had
their specificity assessed at the species and strain level using standard PCR for subsequent use
for qPCR quantification. Quantification of the inoculant bacteria using gPCR with the
selected primers was compared with counting techniques in Neubauer Chamber and
Microdrop in plaque. In order to obtain sugarcane DNA to test the primers, two experiments
were carried out, one in the open air and the other in green house with sterilized vermicula
and sand (2:1), both at Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ, using the sugarcane varieties
RB867515 and RB92579. Plant tissues were havested for the first experiment at 90, 180 and
270 days after planting and at the second experiment at 25, 40 and 55 days after inoculation.
The DNA for analysis was extracted from approximately 300 mg of each tissue (root and
shoot). PCR analyzes suggest that the primers Hr103C4062, Pt8C14 and Pt8C3641 are strain-
specific for the HCC103 strain of H. rubrisubalbicans and the P. tropica strain Ppe8’
respectively. The most sensitive primer was NaCbCgyrA, capable of amplifying from only
0.0000067 ng of target DNA. The gPCR showed to be more sensitivity for quantification of
the bacterial cell number than the counting by Microdrop on plate by the Tukey test at 5% of
significance. Experiment | statistical analysis showed that there was no significant difference
in the general from sugarcane bacteria inoculant population for inoculated and non-inoculated
treatments, as well as with or without N fertilizer dose. In the experiment Il there was also no
statistical difference in the general mean for inoculated treatment and control, however, for
the bacterial species of the individual inoculant there was a significant population increase.
Moreover, in both experiments the bacterial population of the sugarcane inoculant was
reduced over time.

Key words: Endophytic, Saccharum officinarum, Oligonucleotides, Quantification, qPCR.
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1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agucar (Saccharum officinarum) destaca-se desde a colonizacao
do pais, sendo explorada principalmente para producdo de aglcar e etanol. Esse é um
biocombustivel renovavel que tem como vantagem a sustentabilidade, uma vez que, o CO,
liberado na atmosfera pelo processo de combustéo do etanol pode ser novamente fixado nas
plantas de cana por meio processo de fotossintese. O setor sucroalcooleiro nacional tem
diversas limitacGes, como por exemplo, o custo de produgéo, que tem aumentado em fungéo
da aquisi¢do de insumos quimicos com destaque para os adubos nitrogenados. No entanto,
além de onerar a producdo da cultura, a maior parte dos adubos nitrogenados aplicados pode
ser perdida por volatilizacdo e/ou lixiviacdo, podendo ocasionar impactos ambientais. Outra
forma de fornecer o nitrogénio para cultura da cana-de-agucar pode ser a fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN) realizada por bactérias diazotréficas. Essas bactérias realizam o processo da
FBN no interior da planta, por agdo da enzima nitrogenase, capaz de romper a tripla ligacéo
do nitrogénio atmosférico (N), disponibilizando o N reduzido na forma de NH*? para a
planta. Além da FBN, outros efeitos benéficos por parte dessas bactérias ja foram observados,
como por exemplo, a producédo de fitormdnio que podem promover o crescimento vegetal. A
Embrapa Agrobiologia no ano de 2008 langcou um inoculante para cana-de-agicar composto
pelas espécies bacterianas: Herbaspirillum rubrisubalbicans (HCC103), H. seropedicae
(HRC54), Paraburkholderia tropica (Ppe8'), Gluconacetobacter diazotrophicus (Pal5") e
Nitrospirillum amazonense (CbAmc), que sdo capazes de fixar o N, e promover crescimento e
desenvolvimento vegetal. Essa mistura de bactérias passou a ser recomendado para a cana-de-
acucar (Saccharum spp.) com base em diversos estudos, principalmente os de Oliveira et al.
(2002) e Oliveira et al. (2006). No entanto, para que os efeitos da inoculagcdo possam ser
confirmados ha necessidade de verificar o estabelecimento das bactérias do inoculante no
interior dos tecidos da cana-de-agUcar. Para isso, podem ser empregadas as técnicas de
biologia molecular como a PCR e sua variante gPCR. O uso dessas ferramentas sé é possivel,
gracas a definicdo da estrutura da molécula de DNA proposta por Watson e Crick (1953). Tal
descoberta impulsionou diversas areas da pesquisa e estabeleceu que os acidos nucléicos sao
fundamentais para o entendimento das peculiaridades dos seres vivos (PINHO, 2006). Na
década de 80, Kery Mullis desenvolveu a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR do inglés,
Polymerase Chain Reaction) o que foi fundamental para complementar o0s estudos
envolvendo a molécula de DNA porque permite a sintetize dessa molécula, in vitro,
simulando o processo de replicacdo celular. Um dos reagentes fundamentais para que ocorra a
reacdo de PCR sdo os iniciadores (do inglés, primers) que determinam qual a regido da
molécula de DNA sera utilizada como molde para a amplificacdo. Na PCR em Tempo Real
(gPCR), os primers sdo utilizados em conjunto com reagentes auxiliares tais como 0s corantes
fluorescentes, e. g., SYBR® Green, ou sondas, como por exemplo, TagMan®, que permitem
acompanhar a amplificacdo da molécula alvo DNA em tempo real (NORLAN et al., 2014).
Para cada uma das bactérias que compdem o inoculante para cana-de-acUcar, ja foram
desenhados primers especificos para amplificar regides do gene 16S rDNA (BOA SORTE,
2013). No entanto, até entdo, o genoma da maioria dessas bactérias ndo havia sido
completamente sequenciado, o que impossibilitou o desenho de iniciadores estirpe-
especificos. Dessa forma, houve a necessidade de desenhar primers estirpe-especificos para
quantificar por gPCR somente as bactérias que compdem o inoculante para cana-de-agucar.
Para a quantificacdo de organismos por gPCR é necessério a utilizacdo de primers, que devem
ser desenhados a partir de trechos exclusivos no genoma do organismo de interesse. Diversas
abordagens poder ser utilizadas para a identificacdo dessas regiGes no genoma de bactérias,
como por exemplo, a anélise de similaridade entre outras bactérias, realizada a partir da
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comparacdo com banco de dados de sequéncias gendémicas. Os trechos especificos por sua
vez, sdo utilizados para o desenho dos primers (ARRUDA JUNIOR, 2010; NORLAN et al.,
2014; OSEI et al., 2017). Os primers desenhados, mesmo sendo de trechos especificos no
genoma de cada bactéria, pode amplificar o DNA para estirpes muito similares ou cujo
genoma ainda ndo foi sequenciado. Dessa forma, ha necessidade de avaliar a especificidade e
estabelecer condi¢des de reacdo que aumentem a especificidade dos primers. A adigéo de
algumas substancias como, formaldeido e formamida, podem melhorar a especificidade,
assim como a modificacdo da concentracdo de magnésio (Mg*?), um cofator essencial para a
reacao de amplificacdo. Essas modificacGes associadas a alteracGes no tempo e temperatura
de anelamento podem auxiliar a amplificagcdo do fragmento desejado na PCR convencional e
gPCR. Apds esses ajustes os primers selecionados sdo avaliados na PCR e (PCR,
respectivamente, quanto a sensibilidade e eficiéncia de amplificagdo. Existem diversas
ferramentas na éarea de biologia molecular capazes de monitorar e quantificar os
microrganismos a partir de amostras do tecido vegetal, porém, sdo poucos os métodos
eficientes e rapidos para fazer essa avaliacdo (COUILLEROT et al., 2010; MONTEIRO et al.,
2009). A gPCR é um metodologia que vem sendo usada para quantificacdo de
microrganismos presentes em diversas espécies de interesse econdmico tais como o milho
(FALEIRO et al., 2013; PEREIRA et al., 2014), trigo (STETS et al., 2015), arroz (BONILLA,
2011) cana-de-acucar (BOA SORTE et al., 2014) etc. e tem se mostrado uma ferramenta
eficaz na estimativa de populagdes microbianas colonizadoras do interior de diversas plantas
(LUCHI et al., 2016). Para o sucesso da PCR e gPCR é imprescindivel a obtencdo de
amostras de DNA com alto rendimento e qualidade. Um dos métodos mais utilizado para a
extracdo de DNA com essas caracteristicas utiliza o tampdo CTAB (DOYLE & DOYLE,
1987). No entanto, a metodologia CTAB pode necessitar de ajustes, como por exemplo, 0 uso
de substancias para melhorar a eficiéncia de isolamento do DNA. Dessa forma, sdo muitos os
protocolos disponiveis na literatura que tém como base o tampdo CTAB, como o0s
desenvolvidos por Honeycutt et al., (1992), Aljanabi et al. (1999), Hossain et al. (2006), Vaze
et al. (2010) e Bermudez-Guzman et al. (2016) para o isolamento de DNA das plantas de
cana-de-acucar. Este trabalho trata do desenvolvimento de primers estirpe-especificos para a
identificacdo e quantificacdo das bactérias que compdem o inoculante para cana-de-aglcar em
tecidos da propria planta. No total foram desenhados 39 pares de primers para as diferentes
bactérias do inoculante, eles foram avaliados previamente quando a especificidade por PCR
convencional e posteriormente testados em nivel de estirpe. Os melhores primers foram
utilizados nas reacfes de gPCR para quantificacdo das bactérias que compdem o inoculante
para cana-de-aclcar. A quantificacdo das bactérias utilizando as técnicas de Cémara de
Neubauer e Microgota foram comparadas com os resultados obtidos por qPCR. As bactérias
do inoculante foram quantificadas em plantas provenientes de dois experimentos com as
variedades de cana-de-aclicar RB867515 e RB92579. As bactérias foram monitoradas em
diversos periodos do desenvolvimento das plantas. Para tal, foi necessario um ajuste na
metodologia de extracdo de DNA para cana-de-aclcar e gPCR para quantificacdo dessas
bactérias nos colmos e raizes de cana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura da Cana-de-agucar

A espécie Saccharum officinarum (cana-de-agucar) € uma Angiosperma, da classe das
monocotileddneas e familia Poaceae, que tem como centro de origem o continente asiatico
(ROACH & DANIELS, 1987). As espécies S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S.
barberi, S. robustum e S. edule contribuiram em propor¢des genéticas diferentes para
formacéo das atuais cultivares comerciais (GUPTA et al., 2010).

A parte aérea é formada por colmos, folhas inflorescéncias e frutos, ja na parte
subterranea ha rizomas e raizes que se distribuem de forma fasciculada. As raizes podem
atingir uma profundidade de até 4 metros, sendo que 85 % dessas ficam localizadas nos
primeiros 50 cm do solo e 60 % nos primeiros 20-30 cm conforme a variedade (SILVA &
SILVA, 2012). A touceira da Saccharum ssp. é formada por perfilhos que atuam como planta
independente e autdbnoma, porém, pode haver a troca de nutrientes e agua entre perfilhos
(DINARDO-MIRANDA et al., 2010).

A cana-de-acUcar é uma planta tipica de clima tropical e semitropical, com ampla
escala de adaptacéo, desde a latitude 35 °N a 35 °S. De acordo com Tauconnier & Bassereau
(1975) temperaturas entre 30 e 34 °C sdo ideais para que a cultura apresente seu maximo
potencial produtivo. A planta é considerada semi-perene podendo ser realizados sucessivos
cortes sem replantio (cana-soca) realizados ap06s o periodo de cana-planta (12 a 18 meses),
apesar disso, para que a cana-soca tenha uma produtividade aceitavel, hd necessidade de
adicdo de novas doses de adubo, sendo a resposta a adubacéo, decrescente quanto maior for o
namero de cortes (CONAB, 2015). A planta de cana tem metabolismo fotossintético do tipo
C4 tornando-a eficiente no uso da &gua em ambiente com restricdo hidrica, e na conversédo da
energia luminosa em quimica, podendo acumular até 100 mg de CO, fixado por dm? de area
foliar por hora, 0 que é o dobro, da taxa fotossintética das plantas com sistema fotossintético
Cs (ALENCAR, 2012). Nos tropicos Umidos o rendimento da cana-de-acUcar varia de 70 a
100 t ha* em sistema de sequeiro, porém em regides dos trépicos e sub-trépicos secos
implementando sistema de irrigacdo a produtividade pode chegar até 150 t ha®
(DOORENBOS& KASSAN, 1994).

A cana-de-acucar foi introduzida no Brasil poucos anos depois do descobrimento, e
teve como finalidade a diversificacdo dos produtos para favorecer o comércio da coroa
portuguesa, sendo por muito tempo o agUcar a principal mercadoria das receitas lusitanas
(DINARDO-MIRANDA et al., 2010). Em 1580 a coroa portuguesa tinha o monopolio
mundial da comercializacdo do aglcar, em sua maioria produzido em terras brasileiras,
responsaveis por gerar excelentes lucros para a corte (DINARDO-MIRANDA et al., 2010).
Desde entdo a cultura vem contribuindo para geracdo de emprego e renda em todo o territério
nacional, ndo sé pela producdo de agicar mais também a de alcool (DINARDO-MIRANDA,
et al., 2010).

A partir da década de 70 o alcool, até entdo tratado como produto secundario na cadeia
produtiva da cana, torna-se estratégico para “driblar” a crise do petroleo de 1973. Para isso, 0
governo federal criou em 1975 o Programa Nacional do Alcool (Proélcool) que tinha como
objetivo reduzir a alta dependéncia energética do petréleo importado, que devido & guerra
entre os paises Egito, Siria e Israel, proximos a regides produtoras, teve seu preco
quadruplicado, passando de U$ 2,95 para U$ 12,45 o barril (BARROS, 2007). Houve
investimento do governo em pesquisas e subsidios de US$ 7 bilhGes até 1989, isso contribuiu
para a geracdo de emprego, arrecadacdo fiscal, diminuicdo da poluicdo ambiental e no
desenvolvimento tecnoldgico do setor agricola (CRESTANA, 2006). O Proalcool é dividido
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em quatro fases, sendo na primeira (1975-1979) e na segunda (1979-986) o periodo de
ascensdo e 0 auge do programa respectivamente, porém, no inicio da terceira fase (1986-
2003) houve declinio em funcdo da instabilidade econémica que passava o pais, estendendo
até o fim desta. A quarta fase é a que estamos passando desde o ano de 2003 quando o setor
sucroalcoleiro voltou a crescer em fungdo da introducdo de carros flex fuel no Brasil
(MICHELLON et al., 2008).

Em termos de area plantada, a cana-de-acUcar é a terceira cultura a ocupar grandes
dominios no Brasil, atrds apenas da soja e do milho. O setor sucroalcooleiro é responsavel
pela geracdo de trabalho no campo em muitos paises, desses o Brasil é o maior produtor
mundial de cana-de-aglcar seguido por india e China (NOVACANA.COM, 2016). No inicio
de sua exploracdo econémica a cana-de-agicar comecou a ser plantado na regidao Nordeste do
pais, porém, migrou para outras regides do territorio nacional. Atualmente os estados com
maior producdo de cana-de-acUcar se encontram na regido Centro-Sul do pais liderados por
Séo Paulo, Goias e Minas Gerais. A produtividade média estimada para safra 2017 foi em
torno de 75,778 Mg ha™, em area total de 9.281.517 mil hectares com producéo esperada de
703,33928 milhdes de toneladas (SIDRA, 2017).

O uso da cana-de-aclcar como fonte energeética justifica-se pela compensacdo de
370% a mais de energia do que a utilizada na transformacdo da planta de cana em alcool
(BARROS, 2007). A biomassa resultante da producdo canavieira é quase que 100%
aproveitada para geracdo de energia, 0s processos industriais j& dominados e conhecidos
aproveitam de forma eficiente os subprodutos da cana (caldo, bagaco e palha) isso implica
num menor impacto ambiental por parte do setor (SOARES & ROSSELL, 2007). Segundo
esses autores uma tonelada de cana-de-agucar (1.718.000 kcal) equivale energeticamente &
1,24 barril de petroleo bruto (1 barril = 1.386.000 kcal), ou seja, a producdo estimada para
safra 2017 sera proporcional a 872,1407 milhGes de barris de petréleo bruto, isto é,
1,2087.10" kcal.

2.2 Cana-de-acUcar e Adubacao Nitrogenada

O uso de adubos convencionais € muito baixo por parte da agroinddstria canavieira,
isso se deve a ciclagem de nutrientes por parte da cultura (deposicéo de palhada) e a utilizacdo
de subprodutos como vinhaca e torta de filtro. Esses insumos podem suprir a caréncia de
fosforo (P,0s) e potassio (K.O) mantendo niveis satisfatorios de produtividade, porém, a
oferta de nitrogénio por parte da vinhaca e torta de filtro é insignificante (CGEE, 2005).
Mesmo assim, dentre as culturas com area plantada superiores a um milhdo de hectares, a
cana-de-agUcar estd em quarto lugar entre as dez listadas que consomem 460 kg (formulacao
média de N-P,05-K,0) por hectare (NONACANA.COM, 2016).

Dada & importancia do nitrogénio para o desenvolvimento vegetal, ao longo das
ultimas trés décadas diversos experimentos tém sido realizados em diferentes tipos de solo e
resultados desses experimentos tém mostrado que o N aplicado no plantio pode ndo contribuir
significativamente com a produtividade da cana. Dessa forma, a adi¢cdo desse macro nutriente
no plantio e/ou na adubacdo de cobertura deve levar em conta a relagdo custo/beneficio
(DEMATTE, 2016). No entanto, a quantidade de nitrogénio extraida pela cana é alta, em
torno de 100 a 130 kg ha™ de N, sendo as doses de nitrogénio aplicadas como fertilizante
apenas de 30 a 60 kg ha™. Além disso, a eficiéncia de utilizacdo do N aplicado por parte das
plantas € baixa (ROSSETTO & DIAS, 2005). Apesar da grande quantidade de N extraido
pela cultura da cana-de-acucar, das baixas doses de fertilizantes nitrogenados aplicadas e da
baixa eficiéncia de uso do N aplicado, as areas cultivadas por mais de uma década nao
apresentaram desgaste nutricional. Essa observacdo sugere que a planta pode se beneficiar da
FBN realizada por bactérias diazotréficas (URQUIAGA et al., 2012).



2.3 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

O nitrogénio (N) constitui varios compostos na planta, principalmente os aminoacidos,
acidos nucléicos e a clorofila. Além disso, 0 N é indispenséavel para um grande nimero de
reacOes bioguimicas nas plantas e nos microrganismos, sendo um dos elementos mais
absorvidos pelas plantas. Segundo Epstein & Bloom (2005) 25% do gasto energético dos
vegetais é decorrente de inimeras reacdes relacionadas com a assimilacdo de compostos
nitrogenados e sua incorporacdo na forma organica. O ciclo do N no solo é bastante
complexo, e a maior quantidade desse elemento se encontra na forma organica presente na
matéria organica ou incorporado a organismos vivos. Adubagdo quimica ou organica,
deposicoes atmosféricas e FBN simbidtica ou ndo, séo as formas com que esse elemento pode
ser disponibilizado para o sistema solo-planta.

De acordo estimativas feitas por Stevenson (1982) a maior parte do N se encontra na
litosfera (1,6.10™ Tg) seqguido pela atmosfera (3,9.10° Tg) onde o N molecular se encontra na
forma (N,) que compde 78% dos gases. O N, € um gas pouco reativo em funcdo da tripla
ligacdo entre as duas moléculas de N (N=N). Na hidrosfera principalmente nos oceanos o N ¢
da ordem de 2,3.10" Tg, 95% na forma de N, e os outros 5% na forma NH4*, NO5~, NO,™ ¢
matéria organica, no solo as por¢des de N sdo menores se comparado as outras localidades do
globo, em torno de 2,4.10° Tg, em sua maioria na forma de matéria organica ou NH," fixado
em argila, na biosfera estima-se cerca de 2,8.10° Tg (STEVENSON, 1982. Apud, NOVAIS et
al., 2007).

O processo de FBN é realizado por microrganismos capazes de quebra a tripla ligacdo
da molécula de Ny, reduzida a NH3 por meio do complexo enzimatico da nitrogenase. A FBN
é realizada por organismos como as bactérias ou cianobactérias em vida livre, associadas ou
em simbiose com diatomaceas, fungos ou plantas. O beneficio da FBN pode ser observado em
diferentes espécies florestais, como por exemplo, os géneros Casuariana e Alnus apresentam
ganhos de N pela FBN na ordem de 40 a 300 kg ha™ ano™, espécies aquaticas como a Azolla
pode ultrapassar mais de 120 kg ha™ de N em 50 dias e ser usada como adubo verde ou até
mesmo na alimentacdo de aves, peixes e suino (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002) além de
espécies agricolas utilizados para alimentacdo humana e animal.

As bactérias que realizam o processo de FBN sdo chamadas de fixadoras de nitrogénio
ou diazotrdficas, esses microrganismos tem um importante papel na contribuicdo de sistemas
agricolas. Calcula-se que em todo o mundo 32 Tg ano™ de N séo adicionados ao campo via
FBN, esse valor corresponde a 30% do N fertilizante industrial. O Brasil € o pais onde a FBN
tem contribuicdo positiva significativa, 7,3 Tg ano™ de N, destaque para cultura da soja que
contribui com 3,2 Tg ano™ de N desse total (FILOSO et al., 2006).

A interacdo entre bactérias do género rizébio e a familia de plantas leguminosae é uma
das interacdes simbidticas mais eficiente no que se refere a FBN. A fixacdo de N, em algumas
das quase 20 mil espécies de leguminosas, difere conforme as espécies de bactérias,
fertilidade do solo, variedades de plantas, ano agricola, etc. Algumas estimativas apontam que
a interacdo rizébio-planta pode promover por meio da FBN ganhos de até 300 kg ha™ ano™ de
N em espécies de leguminosas forrageiras, mais de 200 kg ha™ ano™ de N em soja e também
em outras leguminosas (GRAHAM, 2000). No Brasil é notorio o sucesso da interagédo de
Bradyrhizobium com soja, sendo desnecessaria a adubagdo nitrogenada para essa leguminosa
em condicdo adequadas de cultivo, uma vez que, bactérias daquele género podem suprir a
necessidade de N da cultura (HUNGRIA et al., 2006).

Além das dicotiled6neas, sdo muitas as evidéncias de que ha o processo de fixacdo de
N, em monocotileddneas como a cana-de-agucar, os cereais e as forrageiras (BODDEY &
DOBEREINER, 1988; URQUIAGA et al., 1992; BODDEY et al., 2003; YEOH et al., 2015;
SOUZA et al., 2016). As bactérias fixadoras de N, atuam em associacdo com as gramineas,
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colonizando os tecidos internos do vegetal, como por exemplo, o sistema radicular, sem
formar nodulos, sendo o0s géneros: Azoarcus, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Beijerinckia, Derxia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Paenibacillus os
mais comumente citados (MOREIRA et al., 2010).

2.4 Bactérias Diazotroficas

De acordo Paul & Clark (1996) o termo diazotrofos (diazo = nitrogénio, trofos =
nutricdo) é conferido aos microrganismos que possuem o complexo enzimatico nitrogenase e
sdo capazes de reduzir N, atmosférico a amonia (NHs"). A NHs" pode ser incorporanda ao seu
metabolismo para producdo de aminoacidos e sintese de proteinas. Dessa forma, as bactérias
diazotréficas sdo responsaveis por incorporarem anualmente mais de 60% do nitrogénio no
solo e na 4gua (BELLONE & BELLONE, 2006). Depois do processo de fotossintese, a FBN
é considerada o segundo processo bioldgico mais importante para vida na terra (FALEIRO et
al., 2011). Diversos microrganismos tém a capacidade de realizarem a FBN. Bases de dados
filogenéticos mostram diferentes grupos de procaridticos diazotréficos relacionados entre si,
sugerindo que a capacidade de fixar N, atmosférico tenha como pioneiro 0s primeiros seres
vivos (KENNEDY & ISLAM, 2001).

Entre os diazotroficos de vida livre hd uma diversidade de nichos ecoldgicos, podendo
destacar os anaerobicos obrigatorios; anaerdbicos facultativos, fixando nitrogénio também em
condicdes aerdbicas; microaerobios e aerobios obrigatorios. Esses microrganismos carecem
de condigOes ideais, temperatura ambiente e pressdo normal, para operagdo do complexo
nitrogenase, uma vez que, esse é sensivel a alta concentracdo de O,. No entanto, diversos
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos sdo usados para evitar a inativacdo da enzima
nitrogenase. Para que a FBN ocorra ha necessidade de energia proveniente de processos
fotoquimicos ou a partir de carboidratos via fermentacdo ou respiracdo, gerando ATP
(BELLONE & BELLONE, 2006). Quimicamente a reacdo para reduzir 1 mol de N, demanda
no minimo 16 mols de ATP mais 4 pares de elétrons para gerar 1 mol de NH4*. Para
diazotroficas aerdbicas o0 gasto energético é de 28 ATP por mol de aménia produzido. Dessa
forma, a fixacgdo aerdbica de nitrogénio requer o equivalente a 750 kg de acUcar para fixar 100
kg de amdnia (CASSAN & SALAMONE, 2008).

2.5 Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio em Cana-de-agucar

Devido a importancia econémica da cana-de-acUcar, existe enorme interesse na
interacdo associativa da cultura com as bactérias diazotroficas endofiticas. Alguns resultados
mostram que a mineralizacdo da matéria organica possa suprir em parte a alta demanda de
nitrogenado exigido pela planta de cana. Diversos autores mostraram, utilizando metodologias
diretas e indiretas, que ocorre o processo de FBN em cana-de-acucar (SAMPAIQ et al., 1988;
URQUIAGA et al., 1992; BODDEY et al., 2001; POLIDORO et al., 2001; OLIVEIRA, et al.,
2006; SCHULTZ et al., 2012; LIMA, 2016). Estudos feitos por Urquiaga et al. (1992)
mostraram uma contribuicdo de até 210 kg ha™ ano™ de N por meio da FBN em cana.
Dependendo do gendtipo da planta, do conjunto de estirpes fixadoras de nitrogénio e das
condicdes edafoclimaticas 60% do N requerido pela cultura pode ser derivado da FBN
(BODDEY et al., 2001; POLIDORO et al., 2001). Oliveira et al. (2006) e Schultz (2012)
mostram que quase 50% do N acumulado na cultura de cana-de-agtcar foi proveniente da
FBN. E importante ressaltar também que a quantidade de N na forma organica exportado
pelos colmos é maior ou igual a quantidade de N-fertilizante aplicado durante o ciclo, sem
considerar as perdas de N no sistema. Dessa forma, de acordo com Boddey et al. (2003) o fato
da cana-de-acUcar no Brasil produzir grande quantidade de colmos, em cultivos continuos,
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com baixa aplicacdo de N fertilizante, € um indicativo indireto de que ha atuacdo do processo
de FBN no sistema. No entanto, resultados de experimentos realizados na Africa do Sul e
Australia mostram que, mesmo com evidéncias da promocdao de crescimento vegetal por parte
da associagdo com bactérias diazotréficas, ndo houve contribuicdo significativa do processo
de FBN para o acumulo de N no campo (BIGGS et al., 2002; HOEFSLOOQOT et al., 2005).

O processo de melhoramento é fundamental para obtencdo de gendtipos mais
responsivos a inoculacdo, no caso do Brasil a maioria dos geno6tipos foram melhorados para o
cultivo em solos com deficiéncia de N (BODDEY, 1995), o que pode ter contribuido para
selecdo de cultivares com maior resposta a inoculacdo. No entanto, nem todas as variedades
de cana-de-agUcar sdo favorecidas com aporte de N pelo processo de FBN (COELHO et al.,
2003). De acordo com Schutz et al. (2012) a variedade RB867515 apresentou ganhos
significativos de producédo, quando inoculadas com bactérias diazotrdficas endofiticas, sendo
equivalente a aplicacdo de 120 kg ha™* de N, enquanto a variedade RB72454, sob as mesmas
condicBes, ndo apresentou respostas. Pereira et al. (2013) observaram que dentre os genétipos
comerciais de cana: RB72454, RB867515, RB92579, RB918639, RB92606 e RB855536
inoculados com bactérias fixadoras de nitrogénio, a variedade RB867515 foi a mais
responsiva. A inoculacdo, em conjunto ou isoladamente, dos géneros bacterianos
Burkholdeira sp., Pantoea sp. e Stenotrophomonas sp. promove 0 crescimento vegetal de
forma similar para as variedades RB867515 e RB92579(LIMA, 2016). Além do efeito do
genoétipo de cana-de-agUcar, a adubacdo da cultura com o micronutriente molibdénio e o
emprego da irrigacdo pode melhorar o desempenho do processo de FBN possibilitando a
obtencdo de produtividade proxima ao dobro da média nacional (URQUIAGA et al., 1998;
BODDEY et al., 2003).

Os beneficios das bactérias diazotroficas endofiticas se estendem além do processo de
FBN, como a producdo de hormdnios de crescimento vegetal, tais como giberelina, auxina e
citoquininas (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993; HARTMANN & ZIMMER, 1994;
BASHAN; HOLGUIN, 1997; BASTIAN et al., 1998; RADWAN et al., 2002; REIS JUNIOR
et al., 2004a), além de promover a solubilizacao de fésforo inorganico e organico, o sequestro
de ferro por meio de sideréforos e a reducdo dos niveis do etileno (LUCY et al., 2004).

2.5.1 O inoculante para cana-de-acucar

Os estudos com bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a planta de cana-de-
acucar sao realizados desde a década de 50, a primeira bactéria diazotréfica a ser isolada da
cultura foi a Beijerinckia fluminensis (DOBEREINER & RUSCHEL, 1958 Apud: RIBEIRO
et al., 2009). Desde entdo, inimeros trabalhos foram desenvolvidos com bactérias endofiticas
diazotroficas isoladas das espécies de Saccharum spp. para o seu uso como inoculante a fim
de avaliar sua capacidade para a FBN e promocédo do crescimento vegetal (URQUIAGA et
al., 1992; OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006). No ano de 2008 a Embrapa
Agrobiologia recomendou um mix de cinco espécies bacterianas isoladas da planta de cana-
de-acucar (Tabela 1), sendo todas fixadoras de nitrogénio. Esse inoculante proporcionou
ganhos de produtividade de até 24,7%, aumento de 31,4% na producdo de matéria seca e
42,7% de N fixado via o processo de FBN, dependendo do genoétipo de cana-de-agUcar e da
fertilidade do solo avaliados (OLIVEIRA et al., 2006).



Tabela 1. Bactérias fixadoras de N, que compdem o inoculante para cana-de-agucar
com os respectivos tecidos da planta de onde foram isoladas (OLIVEIRA et al., 2003).

Espécie Estirpe Cana-de-acUcar Tecido
Gluconacetobacter diazotrophicus BR11281' (PAL5')  Saccharumspp.  Raizes
Herbaspirillum rubrisubalbicans BR11504(HCC103) SP701284 Colmos
Herbaspirillum seropedicae BR11335 (HRC54) SP701143 Raizes
Azospirillum amazonense BR11145 (CbAmc) CB453 Colmos
Burkholderia tropica BR11366' (Ppe8’)  SP711406 Perfilhos

Para o preparo do inoculante as bactérias sdo crescidas individualmente em meio de
cultivo especifico, em seguida a suspencéo bacteriana de cada espécie é colocada em 250 g de
turfa estéreo, o produto final (1.250 g) é composto por cinco pacotes de turfa, cada um
contendo uma das 5 estirpes, que deve ser misturados com 200 L de agua para inoculacéo da
cana-de-agucar, minutos antes do plantio (REIS, et al., 2009). O inoculante ainda permanece
em fases de testes em diversas instituicdes, incluindo vérias universidades distribuidas pelo
pais (REIS et al., 2009; BOA SORTE, 2009, 2013; JUNIOR, 2010; FIGUEIREDO, 2012;
OLIVEIRA, 2012; SCHULTZ, 2012). O principal atributo visado com essa tecnologia para a
planta de cana-de-aclcar é a FBN, visto que, todas as bactérias utilizadas sdo fixadoras de
nitrogénio atmosféerico (REIS et al., 2009). Os resultados desses experimentos tém mostrado
que o uso do inoculante pode complementar a aplicagdo de insumos nitrogenados e fornecer
até 30 kg ha*ano™ no primeiro ano de plantio da cana-de-actcar (REIS, et al., 2009). Outros
trabalhos mostram que o inoculante para cana-de-acUcar também pode ser usado para
melhorar a formacdo de mudas de cana, contribuindo na germinacdo de sementes, maior
velocidade de brotagdo e acimulo de matéria seca na parte aérea e raiz (FIGUEIREDO, 2012;
GIRIO et al., 2015).

2.5.2 As espécies de bactérias do inoculante para cana-de-agucar

A espécie Saccharobacter nitrocaptans (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988)
ou Acetobacter diazotrophicus (GILLIS, 1989) atual Gluconacetobacter diazotrophicus
(YAMADA et al., 1997) foi inicialmente isolada da parte area e raizes de cana em 1988 por
Cavalcante & Ddbereiner. A G. diazotrophicus é espécie com maior nimero de estudos em
associacdo com a cana-de-agucar, muitos trabalhos mostram essa bactéria presente em grande
namero em plantas de cana-de-agUcar cultivada em diversas regides do pais (PERIN, 2003).
Além do processo de FNB, a G. diazotrophicus também pode produzir hormdnios vegetais
como AlA e giberelina (FUENTES-RAMIREZ et al.,1993; BASTIAN et al., 1998), bem
como, atuar no controle bioldgico, como por exemplo, com a¢do antagdnica a Xantomonas
albilinea, bactéria patogénica em plantas de cana-de-actcar (PINON et al., 2001). Apesar da
G. diazotrophicus possui um baixo potencial de sobrevivéncia no solo (BALDANI et al.,
1997), foi possivel sua deteccdo em amostras de DNA extraidas de solos coletados em
canaviais por meio da técnica de PCR. No entanto, nesse mesmo solo, plantas “iscas” de
cana-de-agucar micro propagadas ndo foram colonizadas pela bactéria (ARCANJO et al.,
2000).

As espécies de bactérias H. rubrisubalbicans e H. seropedicae foram as primeiras do
género Herbaspirillum fixadoras de nitrogénio atmosférico a serem isoladas, além destas, ha
também a H. frisingense, outra diazotrofica endofitica associada a forrageiras (RIBEIRO et
al., 2009). Bactérias do género Herbaspirillum possuem baixa sobrevivéncia no solo, isso,
reforca a hipoOtese de que essas bactérias possam ser estritamente endofiticas (OLIVARES et
al., 1996; ARCANJO et al., 2000).



Inicialmente, ap6s o isolamento a H. seropedicae foi denominada Azospirillum
seropedicae por ter caracteristicas morfofisiologicas parecidas com as do género
Azospirillum, porém, analises de hibridacdo DNA:DNA mostraram que se tratava de outro
grupo de bactérias, sendo entdo, denominado Herbaspirillum (BELLONE & BELLONE,
2006). A espécie H. seropedicae foi a primeira do género a ser isolada da rizosfera e das
raizes esterilizadas de arroz, sorgo, milho, forrageira e cana-de-actcar (BALDANI et al.,
1986; BALDANI et al., 1997; BODDEY et al., 1998). A espécie H. rubrisubalbicans foi
isolada da cana-de-agUcar e raizes de Digitaria insularis, planta espontdnea em canaviais
(OLIVARES et al., 1996), também foi encontrada em associacdo com capim elefante (REIS
et al., 2000), abacaxi e banana (CRUZ et al., 2001). No entanto, essa bactéria associa-se a um
menor nimero de plantas se comparada a H. seropedicae. Além disso, a H. rubrisubalbicans
pode causar a doenca conhecida como “estria mosqueada”, na variedade B3462 de cana-de-
acucar (OLIVARES et al., 1993).

O género Paraburkholderia foi recentemente criado para acomodar as bactérias,
anteriormente pertencentes ao género Burkholderia, que ndo causam patogenicidade em
humanos ou vegetais (DOBRITSA & SAMADPOUR, 2016). O género Burkholderia era bem
amplo, sendo compostas por bactérias com diversas caracteristicas incluindo espécies
potencialmente patogénicas em humanos e vegetais, biorremediadoras, fixadoras de
nitrogénio, solubilizadoras de fosfato ou agentes de biocontrole (BELLONE & BELLONE;
ARTUSSON et al., 2006). No género Burkholderia hd uma ampla distribuigdo ecoldgica e de
metabolismo variado, com suas espécies podendo ser encontradas em ambientes aquaticos e
terrestres (PARKE & GURIAN-SHERMAN, 2001), em associagdo com plantas de milho,
sorgo e arroz (BALDANI et al., 1999), banana e abacaxi (CRUZ et al., 2001) e em solos de
canaviais e plantas de cana-de-agUcar da Australia (REIS et al., 2004). Das 58 espécies
listadas por Dobritsa & Samadpour (2016), 20 foram reclassificadas como sendo
Paraburkholderia spp., inclusive a Burkholdeira tropica. A espécie P. tropica é uma das 8
bactérias desse género fixadoras de N, e foi isolada de plantas de cana-de-acuUcar por Reis et
al., (2004).

Dentre as bactérias diazotréficas endofiticas que compdem o inoculante para cana-de-
acucar a da espécie Nitrospirillum amazonense (LIN et al., 2014), antiga Azospirillum
amazonense, é a mais promiscua (MOREIRA et al., 2010). Essa bactéria esta associada,
principalmente, as espécies de plantas monocotileddneas, tais como, arroz, milho, forrageiras,
sorgo, cana-de-agucar, como também, as eudicotileddneas palmeiras e frutiferas (BALDANI
et al., 2002; REIS JUNIOR et al., 2004; BRASIL et al., 2005; RODRIGUES et al. 2006). De
acordo com Patriquin et al. (1983) espécies do género Nitrospirillum fornecem quantidades
significativas de N via FBN, além da producdo de horménio de crescimento vegetal
(HASSAN et al., 1996). A espécie A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983) esta entre as
sete diazotroficas, das quatorze que compdem esse género (MOREIRA et al., 2010). As
bactérias da espécie A. amazonense sdo detectadas em elevado numero nas plantas de cana-
de-acucar (BALDANI et al., 1999).

2.6 Ferramentas Moleculares no Estudo das Bactérias que Comp&em o Inoculante
para Cana-de-agUcar

Diversos autores tém utilizado ferramentas de biologia molecular para o estudo das
especies bacterianas que compdem o inoculante para cana-de-agucar (FRANKE-WHITTLE et
al., 2005; ROUWS et al., 2006). Esses trabalhos possibilitam a obtencdo de informac6es
moleculares dessas bactérias a partir da utilizacdo de proteinas e DNA para distinguir as
estirpes do inoculante (BERTALAN et al., 2009; BOA SORTE, 2009; BALDANI et al.,
2011; REIS et al., 2011; BOA SORTE, 2013). Um dos meétodos utilizados e a técnica de
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BOX-PCR que tem como alvo uma sequéncia repetitiva chamada BOX (154 pb) naturalmente
recorrente no genoma da maioria das bactérias. Os primers desenhados para a regido BOX
amplificacdo um padrdo de fragmentos mdltiplos, a quantidade e as posi¢cdes das bandas
variam entre as linhagens de uma espécie, que se distinguiram na sequéncia gendmica
(MADIGAN et al., 2016), o que permiti gerar perfis de bandas com identidade caracteristica
de cada bactéria (RADEMAKER & DE BRUWIN, apud REIS JUNIOR et al., 2002).
Portanto, perfis de banda das regides repetitivas amplificadas sdo originais para cada especie,
ou mesmo entre espécies. A técnica de BOX-PCR foi usada para as cinco espécies bacterianas
do biofertilizante para cana-de-agucar, e gerou um perfil inico de fragmentos de DNA para
cada uma das cinco estirpes do inoculante (Figura 1). Possibilitando, dessa forma, distinguir
as diferentes espécies (REIS et al., 2011).

= N | Azospirillum amazonense-CbAmc
—: 't. Herbaspirillum seropedicae-HRC54
{ | » % | Gluconocetobacter diazotrophicus-Pal5

Herbaspirillum rubrisubalbicans-HCC103
‘ " Burkholderia tropica-Ppe8
Marcador 1kb ladder

Jaccard (Tol 1,5%-1,5%) (H=0,0% S=0. 0%)(00% 100 ,0%)
Figura 1. Uso de BOX-PCR para caracterizacdo molecular das bactérias do inoculante para

cana-de-acucar. Adaptado de Reis et al. (2011).

Uma alterna ao BOX-PCR tem sido a regido do DNA que codifica o gene 16S rDNA,
por possuir regides bastante conservadas é possivel separar 0s grupos taxonémicos de maneira
rapida e préatica a partir do sequenciamento dessa regido (STIEGLER et al., 1981). Baseado
no 16S rDNA, Carl Woese propds o sistema de classificacdo dos trés dominios (Archaea,
Bacteria e Eucarya) (MADIGAN et al., 2016; TORTORA et al., 2017). Segundo esse autor, 0
gene 16S rDNA possui inimeras vantagens para o estudo filogenético uma vez que, i) sdo
distribuidos universalmente (estdo presentes em todas as células); ii) possuem funcionamento
continuo; iii) bastante preservado (modifica-se lentamente); e iv) tém tamanho que permite
uma boa robustez estatistica nas analises (MADIGAN et al., 2016). O gene 16S rDNA das
estirpes bactérias do inoculante para cana-de-agucar foi sequenciado parcialmente na
Embrapa Agrobiologia. As sequéncias com aproximadamente 1.400 pares de bases foram
depositadas no National Center for Biotchnology Informaiton (NCBI) e podem ser acessadas
conforme os nimero de aceso da Tabela 2 (REIS et al., 2011).

Tabela 2. Codigo para acessar no NCBI as sequéncias do gene 16S rDNA de cada
bactéria que comp0e o inoculante para cana-de-acUcar. Adaptacdo de Reis et al. (2011).

Espécie Estirpe Numero de acesso NCBI
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5’ NR_027591
Herbaspirillum rubrisubalbicans HCC103 HM485594
Herbaspirillum seropedicae HRC54 HM485593
Azospirillum amazonense CbAmc HM485596
Burkholderia tropica Ppes’ NR_028965

Apesar da sequéncia do gene 16S rDNA fornecer informacdes relevantes, muitas das
vezes ndo é possivel separar as bactérias em nivel de estipe, sendo necessario informacoes
adicionais do genoma. O sequenciamento do genoma de qualquer organismo requer um
trabalho cuidadoso na montagem e na anotacdo dos genes para determinar suas fungdes. Uma
melhor anotacdo facilita o trabalho de pesquisa evitando frustacGes e perda de tempo na
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utilizacdo dos dados (FORMIGHIERI, 2017). Dentre as bactérias que fazem parte do
inoculante para cana—de—agl]car a primeira a ter o seu genoma sequenciado foi a G.
diazotrophicus estirpe Pal5" utilizando o sequenciamento do tipo Sanger (BERTALAN et al.
2009). As outras quatro estirpes tiveram seus genomas sequenciados por Baldani et al. (2011),
Tabela 3. Ha uma grande diferenca no tamanho do genoma das bactérias que compdem o
inoculante, variando de aproximadamente 4 milhdes de bases para a G. diazotrophicus (Pal5")
até 8,7 milhdes de bases no caso de P. tropica (Ppe8"). Essas discrepancias podem ser
consequéncias das diferentes estratégias utilizadas por cada bactéria para seu crescimento e
interacdo com a planta hospedeira. Os dados gendmicos das bactérias G. diazotrophicus
estirpe Pal5" e P. tropica estirpe Ppe8' podem ser acessados no banco de dados do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_011365.1) (BERTALAN et al, 2009) e
(DDBJ/ENA/GenBank_MSDZ00000000.1) (DA SILVA et al.,, 2018), respectivamente.
Enquanto paras as estirpes das espécies H. rubrisubalbicans (HCC103), H. seropedicae
(HRC54) e N. amazonense (CbAmc) sequenciados por Baldani et al. (2011) estdo disponiveis
no banco de dados GAAT (Genome Assembly and Annotation Tool).

Tabela 3. Tamanho dos genomas das bactérias que compde o inoculante para cana-de-
acucar. Fonte: Baldani et al. (2011), Bertalan et al. (2009).

Espécie Estirpe Tamanho do Genoma Referéncia
Herbaspirillum rubrisubalbicans HCC103 5.628.704 pb Baldani et al. (2011)
Herbaspirillum seropedicae HRC54 5.530.106 pb Baldani et al. (2011)
Paraburkholderia tropica Ppe8" 8.720.735 pb Da Silva et al. (2018)
Nitrospirillum amazonense CbAmc 7.256.180 pb Baldani et al. (2011)
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5" 3.999.591 pb Bertalan et al. (2009)

O desenho de primers para amplificar parte do 16S rDNA das bactérias do inoculante
para cana-de-acucar foi anteriormente realizado (BOA SORTE, 2013). No entanto, esse gene
pode ser bem similar entre as diferentes estirpes ndo permitindo a identificacdo de regides
especificas para cada estirpe. Dessa forma, na grande maioria das vezes, esses iniciadores nao
permitem a separacdo entre as diferentes estirpes. A disponibilizacdo dos dados gendmicos
para as bactérias do inoculante possibilita fazer uma comparacédo entre os diferentes genomas
para selecionar regifes especificas para cada bactéria. Essas regibes podem ser entdo
utilizadas para desenhar primers especificos para cada estirpe.

2.7 Reacdo na Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi desenvolvida por Kery Banks Mullis em meados da década 1980 e o
primeiro trabalho usando a técnica foi publicado na revista Methods in Enzymology em 1985
(MULLLIS, 1990). A partir de sua invengdo a PCR foi bastante difundida, levando Mullis a
ganhar o Nobel de Quimica em 1993. A técnica de PCR se tornou uma metodologia
primordial, sendo empregada, em diversas areas do conhecimento contemporaneos, o que
possibilitou que a biologia molecular fosse utilizada em &reas como a agropecuaria, a
biotecnologia, a medicina, a arqueologia biomolecular, a ecologia molecular, a ciéncia forense
etc. (CAVALCANTI et al., 2008).

A técnica de PCR tem por finalidade a amplificacéo in vitro de fragmentos de DNA ou
gene alvos, a partir de primers (iniciadores) que se anelam ao DNA e determinam que regido
sera utilizada como molde para amplificagcdo (HILL & STWART, 1992). Na reacdo da PCR o
DNA alvo é amplificado exponencialmente e dessa forma, partindo-se de apenas uma cépia
de DNA alvo, ap6s 20 ciclos sdo produzidas ~2%° cépias do fragmento de DNA alvo inicial na
amostra (VOET et al., 2000). Depois de 20 ciclos o numero de moléculas do fragmento de
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DNA inicial é transformado em 10 milhGes de copias, saindo da massa de picogramas para
microgramas (CALLADINE et al., 2004).

Para a reacdo de PCR possa ocorrer sdo necessarios 0s reagentes: solugdo tamponante
pH 8,0 , a enzima Taq polimerase ou DNA polimerase, o cofator para essa enzima (Mg*?), os
nuclesideos-trifosfatados (dCTP, dGTP, dTTP e dATP) ou dNTPs, agua deionizada,
oligonucleotideos iniciadores (primers) e amostra do DNA molde (SPEROTTO, 2014). Além
disso, sdo necessarios ciclos de aquecimento e resfriamento, que sdo repetidos de 30 a 40
vezes (SPEROTTO, 2014). As etapas da PCR descritas por Kill & Stwart (1992) séo
mostradas na Figura 2 e poder ser resumidas da seguinte maneira, i) Desnaturacdo — essa € a
etapa inicial onde ocorre a elevagdo da temperatura de 90 a 98°C, nessa temperatura as pontes
de hidrogénio que mantem unida a dupla fita de DNA sdo rompidas e, dessa forma, a
molécula de cada fita do DNA é separada; ii) Anelamento — Nessa fase ha reducdo imediata
da temperatura, normalmente na faixa de (37-65)°C, isso possibilita o anelamento dos primers
na regido da extremidade do DNA alvo a ser amplificado. Os primers se anelam em cada fita
de DNA com as suas extremidades 3" -OH e iii) Extensdo — Essa € a ultima fase, onde ocorre
novamente o aumento da temperatura para 72° C, condi¢do 6tima para atividade da enzima
Taq polimerase. Essa enzima liga as bases nitrogenadas (ANTPs) no sentido 5'-3" na nova fita
que esta sendo formada. Todas as etapas de aguecimento e resfriamento sdo automatizadas
por um equipamento chamado termociclador, que permiti a programacao de temperatura e do
tempo necessarios para cada etapa da reacao.

A Tag polimerase ¢ uma DNA polimerase termoestavel, resistente as altas
temperaturas que a PCR pode atingir. Essa enzima foi isolada da bactéria termdfila Thermus
aquaticus encontrada em fontes termais (MADIGAN et al., 2016). A extensdo dos primers €
mais eficiente a 72°C, porque esta € a temperatura ideal para processividade da maioria das
Tap polimerases podendo estd polimerizar até ~100 bases por segundo (NORLAN et al.,
2014).

Etapa 1: Desnaturacio

5 3
A A R

Fita dupla de DNA
PSS E N N O A

"~ Fita simples de DNA

L]

3 | | | | ‘ | | | | ‘ | | | ‘ 5- Fita simples de DNA

% Etapa 2: Anelamento
5 3
A Tt Tl
=
E 3 5
= Primer Reverse
] . Primer Forward
G 5

PG N N N N I N 2

Figura 2. Representacdo do ciclo da PCR com suas etapas de amplificacdo (NEVES &
LORENA, 2009).
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2.7.1 Vantagens e desvantagens da PCR

A PCR tem a sensibilidade e pode amplificar um Unico fragmento de DNA alvo em
uma amostra contendo 10° células, sem necessidade de purificacdo prévia do DNA (VOET et
al., 2000). Esse alto poder de detec¢do permite o uso da PCR na obtencdo, pratica e rapida, de
diagnosticos resultantes da amplificacdo in vitro de DNA (CAVALCANTI et al., 2008). No
entanto, pode ser uma técnica mais onerosa do que os tradicionais ensaios laboratoriais. Além
disso, necessita de procedimentos pos-reacdo para averiguacdo do diagndstico, tais como,
eletroforese em gel de agarose do produto amplificado, coloracdo com Brometo de Etideo e
uso transluminador para fotodocumentacao (Applied Biosystems, 2017). Outras questdes que
devem ser levadas em conta no uso da PCR referem-se as contaminacGes e presenga de
inibidores da enzima DNA-polimerase (RABELLO et al., 2008). As contaminagdes podem
ser prevenidas evitando ambientes cruzados no preparo da solucdo para a reacdo da PCR.
Quantos aos inibidores, eles podem ser menos comprometedores com a diluicdo das amostras
de DNA, uma vez que, eles também sdo diluidos. Para a seguranca dos resultados oriundos da
PCR é necessario que se tenham amostras controle, ou seja, sequéncias que devem ser
obrigatoriamente amplificadas, e pelo menos duas amostras negativas (sem DNA extraido)
(RABELLO et al., 2008).

2.8 Desenho de Primers

Primer ou iniciador refere-se a uma sequéncia de oligonucleétideos que determina a
regido do DNA alvo que sera sintetizado pela DNA polimerase. Para que ocorra amplificacdo
exponencial do DNA alvo ha necessidade de dois primers, um complementar a sequéncia de
DNA sense (primer direto, forward no inglés) e outo complementar a sequéncia de DNA anti-
sense (primer reverso, reverse no inglés). A regido do DNA flanqueada pelos iniciadores € o
trecho do DNA que serd amplificada. Os primers sdo desenhados geralmente com 20
nucleotideos, e com alta temperatura de anelamento para evitar o anelamento inespecifico,
uma vez que, qualquer interagcdo dos primers com o DNA da amostra pode originar a extensao
de um produto (HILL & STEWART, 1992). Sommer & Tautz (1989) descreveram que
iniciadores com homologia em apenas dois pares de bases podem direcionar a sintese de um
gene alvo com temperatura de anelamento de 37°C. O alto grau de especificidade na PCR s0 é
requerido durante os ciclos iniciais, tendo em vista que, nos ciclos posteriores a maioria dos
modelos sdo alvos perfeitos, amplificados anteriormente (RUANO et al., 1991).

O produto gerado na PCR pode sofre influéncia de diversos fatores, como por
exemplo, o preparo e as condi¢cdes de reacdo. No entanto, o desenvolvimento de um bom par
de primer é um fator critico. E pré-requisito comum que os primers tenham temperaturas de
fusdo semelhantes (Tm, sigla no inglés para melting temperature) e um contetdo bases
Citosina (C) e Guanina (G) proporcional, evitando-se a auto complementagédo e formagéo de
grampos “hairpins” (YE et al., 2012). A especificidade da regido na molécula de DNA por
parte do par de primer é o0 mais importante, devendo se anelar e amplificar o alvo pretendido e
nunca quaisquer outras regides do DNA (YE et al., 2012). Essa questdo € muito relevante para
as analises da gPCR, tendo em vista que, os resultados gerados nessa técnica sdo
fundamentados para determinar a massa de DNA amplificada (VANGUILDER, et al., 2008).

Para aumentar a eficiéncia de amplificacdo alguns arranjos da sequéncia de bases
devem ser evitados no desenvolvimento dos primers. Uma subsequéncia de nucleotideos
5...CGC CGC CGC...3" ou5"...ATC ATC ATC... 3, e repeticdes consecutivas de uma unica
base 5°...TTT TAT TTT...3" ou 5"... GGG GCC CCC 3" podem contribuir para o pareamento
entre primers e 0 DNA molde em posi¢des ndo desejadas, ocasionando o chamado misprimer
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(NEVES & LORENA, 2009). Griffiths-Jones et al. (2005) descrevem outros cuidados que
devem ser tomados no desenho dos primers, séo eles, i) complementaridade entre primers
forward (F) e reverse (R), o que pode levar a um pareamento e a formacéo de heterodimeros;
i) complementaridade entre 0 mesmo primer (self-dimer); e iii) evitar o primers muitos
extensos para ndo haver a formacao de regides de auto anelamento ou grampos (hairpins).

A percentagem de bases C e G no primer F ou R podem influenciar na temperatura de
anelamento, uma vez que, o pareamento dessas bases forma trés ligacdes quimicas do tipo
ponte de hidrogénio. No pareamento entre as bases Adenina (A) e Timina (T) ocorre a
formacdo de apenas duas ligagdes. Portanto, quanto maior o conteiddo CG em um primer,
mais estavel sera a sua ligacdo com a fita de DNA molde devido o maior o nimero de pontes
de hidrogénio. Um bom primer deve ter entre 40 a 60 % de bases C e G e recomenda-se que
os primers sejam desenhados priorizando bases CG na extremidade 3"-OH. Essa regido
terminal € onde a DNA polimerase inicia a sintese da nova fita, como o pareamento “C = G” ¢é
mais forte, em tese, isso contribuird para o melhor anelamento da extremidade 3’ e maior
eficiéncia da enzima (ARRUDA JUNIOR, 2010).

As fases da PCR ocorrem em temperaturas ideais. A temperatura de pareamento ou
anelamento (Ta) é dependente dos primers, como o proprio nome diz, ela facilita o
pareamento do primers com a regido do DNA alvo. A Ta é determinada a partir da Tm, essa
pode ser definida como a temperatura necessaria para que metade de um fragmento de DNA
esteja desnaturado, 50% dos pares de base ndo pareados e 50% pareado. As temperaturas Ta e
Tm geralmente diferem entre-se de 3 a 5 °C sendo a Ta normalmente menor que a Tm
(ARRUDA JUNIOR, 2010).

Segundo Arruda Junior (2010), sdo muitas a férmulas para o célculo da Tm, de
maneira geral elas pode ser calculada considerando os seguintes requisitos, i) basicas
(considera-se apenas a composi¢do nucleotidica); ii) Dependentes de Sais (leva em conta a
concentracdo de sais no meio) e iii) Termodinamicas, baseia-se na contribuicdo da entalpia e
entropia (BRESLAUER et al. 1986). Para primers com percentagem GC variando de 40 a
60% considerando o nimero bases ou oligos menor que 25, a Tm pode ser calculada usando a
Equacéo 1.

Equacéo 1.
Tm=4(G+C)+2(A+T)

Onde, Tm é a temperatura de Melting em °C; e A, C, G e T representam a quantidade,
das bases Adenina, Citosina, Guanina e Timina nos primers (WALLACE et al., 1979; apud
NORLAN et al., 2014).

De acordo com Norlan et al. (2014) o desenho dos primers deve seguir aos seguintes
critérios:

I. Devém ter entre 20-24 nucleotideos de comprimento Tm com ~60 ° C (59 + 2°
C) para gPCR, mas pode variar (55 = 5°C) PCR convencional*.

I1. O par de primer deve possuir cerca de 40-60% do conteudo de GC.

I1l. Os primers ndo devem ser complementares entre si, principalmente na
extremidade 3"-OH.

IV. Evite o travamento da regido terminal 3"-OH, de modo a permitir pelo menos
duas bases C e/ou G acompanhadas de no maximo trés bases A e/ou T nas
cinco ultimas posi¢des na extremidade 3"-OH.

V. Evite sequéncias do mesmo nucleotideo, maiores do que quatro repeticdes ou
regides palindrémicas, e.g. ATATA//ATATA.
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*Aplicacbes de gene ou alguma regido de interesse no genoma podem exigir
modificagdes no comprimento dos primers e da Tm.

2.9 PCRem Tempo Real (QPCR)

A PCR em Tempo Real ou PCR quantitativa (qQPCR) é uma técnica de quantificacdo
derivada da PCR convencional e obedece aos mesmos principios de amplificagdo, porém, com
algumas vantagens. Na PCR convencional ap6s o teérmino da reacdo ha necessita de outro
método para avaliar a amplificacdo, na g°PCR pode haver o acompanhamento em tempo real
da quantidade de DNA amplificado. As principais vantagens da gPCR incluem: rapidez e
simplicidade para realizar analises, menor risco de contaminag@es por transferéncia, e elevado
poder de amplificacdo dindmica, podendo ter ordem de grandeza superior a 10® (HEID et al.,
1996). Além de maior confiabilidade dos resultados se comparado aos métodos convencionais de
quantificacdo (RODRIGUEZ-LAZARO, et al, 2013).

A estratégia utilizada na gPCR para quantificacdo do DNA amplificado envolve a utiliza¢do
de moléculas repdrteres fluorescentes que se ligam ao DNA dupla fita recém-sintetizado. Dessa
forma, quanto mais DNA é produzido maior sera a quantidade de fluorescéncia observada. Ha
diversas maneiras de produzir essa fluorescéncia e as moléculas repdrter podem ser classificadas
em intercalantes de DNA dupla fita, como o SYBR® Green, ou sondas de hidrélise marcadas com
fluorescéncia. As sondas combinam outros niveis de especificidade para deteccdo do DNA alvo.
A mais conhecida é a TagMan® Probe que é desenha para se anelar com o DNA molde entre 0s
dois primers usados para a amplificacdo, e necessita da atividade exonuclease nas extremidade 5
e 3" da DNA polimerase (NORLAN et al., 2014). O SYBR® Green é o corante intercalante na
molécula dupla fita de DNA mais utilizado para a g°PCR. Livre na solucéo e/ou ligado ao DNA de
cadeia simples, a quantidade de fluorescéncia emitida é muito baixa. No decorrer da qPCR a
massa de DNA dupla fita aumenta e mais corante se liga a esse DNA aumentando a intensidade
da fluorescéncia (NORLAN et al., 2014).

As caracteristicas espectrais desse corante sdo: i) excitagdo maxima de 497 nm quando
intercalado a molécula DNA e ii) fluorescéncia méxima de 520 nm (SIGMA®, 2008;
NORLAN et al., 2014). Apesar do seu baixo custo e facilidade de aplicagdo, o0 SYBR® Green é
um sistema ndo especifico, ndo ideal para reacdes multiplex com também para gPCR
qualitativo (EUROGENTEC®, 2017).

Um parametro fundamental na gPCR € o valor de Ct ou ciclo limiar, ou seja, o ponto
em que a fluorescéncia é detectada pela primeira vez, como sendo estatisticamente
significativa, acima da linha de base (SIGMA®, 2008). O valor de Ct tem relacdo
inversamente proporcional ao ndmero inicial de cépias do DNA alvo. (Figura 3). Quanto
maior a concentragcdo inicial do DNA molde na amostra, mais cedo uma curva de
amplificacdo é gerada, sendo correspondente a um menor valor de Ct (SIGMA®, 2008). Ap6s
a amplificacdo atingir o limiar de deteccdo (linha horizontal tracejada na Figura 3) o curso da
gPCR pode ser seguido de forma confidvel por meio de uma curva em fase exponencial. Nas
etapas finais da reagdo de gPCR, com a utilizacdo dos reagentes, a reacdo atinge um estado
linear (plateau) estando dessa forma, com rendimento maximo (Figura 3).
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Figura 3. Principais etapas da curva gerada durante os ciclos da PCR em tempo real. Adaptado
de SIGMA® (2008).

Para a utilizacdo da gPCR para quantificacdo do DNA alvo nas amostras de interesse
de maneira absoluta, ha necessidade definir uma curva padrdo, com concentracbes de DNA
conhecida. Essa curva também pode auxiliar no estabelecimento da especificidade e a
eficiéncia de amplificagdo dos primers (E) (Figura 4) (KRALIK & RICCHI, 2017). O valor E
pode ser obtido conforme a Equacao 2.

40 -
T~ y=-3,322x + 37,932
35 1 & RI=
30 -
-
&
2 25 -
>
20 |
15 : r : : : .
0 1 2 3 4 5 6

Log da concentracao de DNA

Figura 4. Modelo da curva de calibracdo com equacdo linear, formada pelos valores: Slope
(-3,322) e interceptacdo da reta (37,932) com o coeficiente de regressdo igual a 1. Fonte:
Kralik & Ricchi (2017).

Equacao 2.
E — 10- (1/SIOpe) _1

Nessa equagdo, a variavel “Slope” é o valor da inclina¢ao da reta, formada em um
plano cartesiano onde: o0 eixo y (ordenadas) é representado por valores médios do Ct
correlacionados com a diluicdo do DNA alvo, eixo x (abscissas) Figura 4. Portanto, a E de um
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determinado par de iniciadores é obtida em funcédo da equacéo da reta a seguir (KRALIK &
RICCHI, 2017). Essa mesma equacao é utilizada para a quantificagdo do DNA nas amostras
de interesse.

Equacéo 3.
y = ax+b

Logo, a é o valor do Slope e b (intercepcdo da curva com o €ixo y) representa em
teoria, 0 momento que uma cdpia do DNA alvo é detectada (JOHNSON et al., 2013).
Portanto, a concentragdo ou quantidade de copias do DNA alvo inicial em amostras
desconhecidas, é calculada com base no valor Ct por meio da Equacdo 4 (KRALIK &
RICCHI, 2017). Essa equacio pode ser utilizada para a obtenc&o do valor R?, coeficiente de
determinacéo, que pode variar de 0 a 1(KRALIK & RICCHI, 2017). Se o R? for menor que
0,95 ha possibilidades das amostras ndo terem sido pipetadas com exatiddo ou ndo existe
relacdo linear entre o Ct e o logjy da concentragdo de DNA molde diluido em série
(EUROGENTEC®, 2017).

Tomando como exemplo a Figura 4, em gPCR, as concentracBes sdo dadas em
logaritmo (log), e as diferencas Ct entre as diluicdes seriadas (10™") s&o em tese sempre 3,322
(valor do Slope) ciclos. Dessa forma, embora a diferenca numérica entre duas médias de Ct
sejam significante, em nameros reais (copias ou concentracdo de dado fragmento de DNA) a
discrepancia pode ocorre em ordens de grandeza (10x). Portanto, deve-se ter atencdo para
evitar erros nas operagdes subsequentes como andlise de variéncia, testes de meédias, etc.
(KRALIK & RICCHI, 2017).

A especificidade do ensaio da qPCR é determinada pelos primers e as condi¢fes
estabelecidas para a rea¢do. No entanto, existe sempre a possibilidade de que iniciadores bem
concebidos amplifiquem estruturas secundarias inespecificas ou os chamados dimeros de
primers (LIFE®, 2012). Ensaios de qPCR utilizando corantes como SYBR® Green sdo menos
especificos que os da PCR convencional, que usa gel de deteccdo, onde a especificidade da
reacdo € determinada inteiramente pelos primers. A especificidade dos primers na gPCR pode
ser avaliada por meio de uma andlise das curvas de fusdo ou dissociacdo, também conhecidas
como curva de Melting (Figura 5) (SIGMA®, 2008; LIFE®, 2012). Caso haja mais de um pico
na curva de Melting é um indicativo de que pode ter havido amplificacdo de mais de um
fragmento, sendo importante fazer uma anélise em gel de agarose corado com brometo etideo
para verificar se houve amplificacdes inespecificas (SIGMA®, 2008).
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Figura 5. Curva de Melting de uma qPCR mostrando amplificacdes especificas e inespecificas.
Fonte: Norlan et al. (2014).

Assim como a técnica de PCR, a de qPCR ganhou espaco em diversas areas do
conhecimentos tais como: medicina veterinaria (RODENBUSCH, 2006) medicina (ERALI et
al., 2008) controle de qualidade de biofertilizantes (STROPA, 2009) seguranca alimentar
(ARAUJO, 2010; RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2013) saneamento basico (MONLLOR,
2013) laticinios (ILHA et al., 2016) fitopatologia (LUCHI et al. 2016) dentre outras. As
aplicacdes mais comuns da gPCR sao para as analises de expressdo de genes, a detec¢édo e
quantificacdo de agentes patogénicos e, a quantificacdo de DNA e microRNA
(SCHMITTGEN TD et al., 2008; DINON et al., 2011; LUCHI et al., 2016; PESSOA et al.,
2016). Adicionalmente, h4 um grande nimero de trabalhos mostrando a utilizacdo da gPCR
para quantificar organismos que atuam em associa¢do patogénicas ou benéfica com as plantas.
Couillerot et al. (2010) utilizou a gPCR para quantificar a bactéria Azospirillum lipoferum
(estirpe CRT1) na rizosfera de plantas jovens de milho. A espécie bacteriana G.
diazotrophicus Pal5" foi quantificada por qPCR a partir de amostras de DNA extraidas de
tecidos de cana-de-aclcar (BOA SORTE, 2013; BOA SORTE et al., 2014). A populacdo da
bactéria Azospirillum brasilense (estirpe FP2) em tecidos de trigo foi quantificada por qPCR e
mostrou-se mais sensivel do que a técnica de contagem em placa para tal proposito. (STETS
et al., 2015). De acordo com Faleiro et al. (2013), a qPCR mostrou ser sensivel para
quantificacdo da bactéria Azospirillum brasilense estirpe FP2 inoculada em plantulas de
milho, a partir de primers desenhados da regido do gene nifA. O par de iniciadores HERBAS1
foi utilizado para amplificar um fragmento de DNA de 76 pb para a quantificacdo na gPCR da
bactéria Herbapirillum seropedicae estirpe SmR1 em raizes de milho (PEREIRA et al.,
2014). Esses trabalhos mostram que a PCR em Tempo Real é uma ferramenta precisa e
sensivel para quantificagdo de microrganismos no interior de tecidos vegetais e na rizosfera de
plantas a partir de amostras de DNA isoladas desses materiais.

2.10 Extracdo do DNA de Tecido Vegetal

Encontrar metodologias eficientes para extragio de DNA com boa qualidade e
rendimento pode ser um fator limitante para realizagdo da PCR (DEMEKE & JENKINS,
2010). Uma boa extracdo deve assegurar: i) a lise de todas as células; ii) o fornecimento de
material gendmico suficiente; e iii) a remocéo das substancias quimicas (inibidoras ou ndo da
PCR) produzidas pela planta, e.g., polissacarideos, compostos polifenélicos e metabolitos
secundarios, além de enzimas como as RNAses e Proteinases (DEMEKE & JENKINS, 2010).
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Durante a extracdo de DNA, os polifénois sdo prontamente oxidados formando quinonas que
se ligam covalentemente de forma irreversivel com as moléculas de &acidos nucléicos
(LOOMIS, 1974). Quanto aos polissacarideos, esses tendem a co-precipitar juntamente aos
acidos nucléicos com baixa forga idnica no tampdo (CHANG et al., 1993; MOSER et al.,
2004). As substancias humicas também sdo frequentemente citadas como contaminantes nas
amostras de DNA vegetal. Segundo Torvik (1995) elas também possuem carater acido
podendo precipitar na mesma faixa de pH que os acidos nucléicos. De acordo Tsay & Olson
(1991) as substancias humicas podem interferir na PCR impedindo a acdo da DNA polimerase
0 que provoca reducdo na eficiéncia da técnica. Muitos protocolos de rapida extracdo de DNA
estdo disponiveis (KOTCHONI & GACHOMO, 2009; WANG et al., 2011; AZMAT et al.,
2012) no entanto, eles ndo séo eficientes para o isolamento de DNA, em quantidade e com
qualidade suficientes para a PCR para todos os tipos de amostras (SIKA et al., 2015). A
guantidade de metabdlitos secundarios (quinonas, flavonoides, terpenos, polifénois e
alcaloides) produzidos por diversas plantas, impossibilita o desenvolvimento de um protocolo
de extracdo universal (KHANUJA et al., 1999). Ha também os Kits comerciais para extracdo de
DNA, que geralmente propicia o isolamento de DNA com boa qualidade em curto periodo,
mas, com baixo rendimento e elevado custo (HUAQIANG et al., 2013; HEALEY et al.,
2014). Os protocolos para isolamento de DNA vegetal tém como objetivo fornecer material
genético para o uso em diversas técnicas, incluindo a PCR. Segundo Kralik & Ricchi (2017)
de acordo com o tipo de amostras utilizadas para extragcdo, como por exemplo, leite e fezes,
apenas 30% ou menos do DNA total pode ser recuperado. Uma boa extracdo de DNA a partir
do tecido vegetal depende da forma de coleta, condicdes de armazenamento e de
caracteristicas fisioldgicas da espécie estudada (SIKA et al., 2015). Sdo muitos os protocolos
descritos na literatura para extracdo de DNA a partir de diferentes tecidos vegetais como:
raizes, folhas, caule, sementes, endosperma e cultura de células em suspensdao (HUAQIANG
et al., 2013; RAMOS et al., 2014; SIKA et al., 2015; BERMUDEZ-GUZMAN et al., 2016;
BORGES, 2016). A maioria dos protocolos utilizados tem como base o método CTAB
(Cationic Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) descrita por Doyle e Doyle (1987). Os
tampdes CTAB geralmente sdo complementados com substancias que podem proporcionar
uma extracdo de melhor qualidade, os mais utilizados para tal finalidade sdo: o 2-B-
mercaptoethanol e a Polivinilpirrolidona (PVP), que auxiliam na remocdo de polifendis, o
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) responsavel pela precipitacdo de proteinas, a Proteinase K,
que tem a funcdo de digerir proteinas; o Polietilenoglicol (PEG), que promove a remogéo de
polissacarideos e compostos fendlicos juntamente com moléculas de RNA (GEHRIG et al.,
2000) e a RNAse, que degrada moléculas de RNA (ROMANO & BRASILEIRO, 1999). A
qualidade de do DNA ¢ avaliada pela relacdo entre a absorbancia a 260 nm e 280 nm
(A260/A280). Valores proximos a 1,8 sugerem que o DNA tem uma boa qualidade
(HEALEY et al., 2014). O extrato também deve ser avaliado em gel de agarose por meio de
eletroforese, o qual permitira a visualizagdo de possiveis debris celulares, bem como, o estado
fragmentado ou intacto da molécula de DNA (HEALEY et al., 2014). Dessa forma, esses
procedimentos permitem avaliar o rendimento, pureza e integridade do DNA extraido,
parametros importantes para utilizacbes posteriores das amostras de DNA.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Quantificar as bactérias que compde o inoculante para cana-de-agcucar usando a
técnica de PCR em Tempo Real com primers estirpe-especificos.

3.2 Objetivos especificos

I. Desenvolver primers estirpes-especificos a partir do genoma das bactérias que
compdem o inoculante para cana-de-agucar.

I. Avaliar a especificidade, sensibilidade e eficiéncia de amplificacdo dos primers
desenhados.

I11. Estabelecer um método para extracdo de DNA de raizes de cana-de-agUcar
com gualidade e quantidade suficientes para a realizacdo das reacdes de qPCR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho dos Primers

Os primers foram desenhados a partir da sequécnica dos genomas das bactérias que
compdem o inoculante para cana-de-aglcar, com informac6es disponiveis nos trabalhos de
Bertlan et al. (2009), Baldani et al. (2011) e Da Silva et al. (2018). O genoma de cada estirpe
foi fragmentado in silico em “contigs” com 500 pares de base. Esses contigs foram
submetidos a wuma andlise de similaridade utilizando o programa BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) com genomas de outros organismos depositado no
banco NCBI (National Center for Biotechnology Information). Os primers foram desenhados
utilizando os programas Primer3plus (UNTERGASSER et al., 2012) e Oligo explorerl. 1.0
(http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/Oligo-Explorer.shtml) a partir dos contigs
exclusivos do genoma de cada uma das bactérias (HCC103, HRC54, Ppe8', Pal5' e ChAmc).
A Tabela 23 do Anexo A mostra as sequéncias nucleotidicas para cada primer desenhado e o
tamanho do fragmento amplificado em pares de base (pb). A maioria dos primers foi
desenhada com tamanhos de 19 a 21 nucleotideos, conteudo CG entre 40 a 60%, Tm entre 55
a 63°C e para amplificar fragmentos de DNA entre 100 a 200 pb.

Os primers para a estirpe CbAmc da espécie N. amazonense foram desenhados
seguindo esses mesmos critérios e gentilmente cedidos por Leonardo Aradjo Terra,
doutorando do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em
Agropecuaria-PPGCTIA da UFRRJ.

Os cadigos Hr103, Hs54, Pt8, Gd5 e NaCb na nomenclatura dos primers desenhados
nesse trabalho representam, respectivamente, as estirpes HCC103, HRC54, Ppe8' e Pal5" e
CbAmc.

4.2 Cultivo das Bactérias

As bactérias que compdem o inoculante para cana-de-acucar foram cultivadas em
meio liquido DYGS (Dextrose Yeast Glucose Sucrose) modificado, com a seguinte
composicdo (g:L): 2,0 g de glicose; 2,0 g de acido malico; 1,5 g de peptona; 2,0 g de extrato
de levedura; 0,5 g de K;HPO,; 0,5 g de MgS0O,4.7H,0 e 1,5 g de &cido glutdmico com pH
ajustado para 6,0 (BALDANI et al., 2014). Utilizaram-se inoculos individuais das estirpes:
HCC103, HRC54, Ppe8’, Pal5" e CbAmc, conservado em meio liquido DYGS contendo 15
% de Glicerol. Foi adicionado 500 pL de cada inoculo em tubos de ensaio contendo 5 mL do
meio DYGS. Esses foram acomodados em triplicatas bioldgicas das bactérias para crescerem
em shaker com rotagdo de 200 rpm a 30°C por 24 horas, com excecdo da Pal5" que teve seu
crescimento estendido até 36 horas nas mesmas condi¢cdes de rotacdo e temperatura das
demais.

4.3 Contagem em Camara de Neubauer

A camara consiste de uma lamina de vidro contendo uma regido de quartzo chamada
reticulo de Neubauer, que é um quadrado com 3 mm de lado com divisbes e subdivisdes
(perpendiculares e paralelas) (Figura 6). A capacidade volumétrica dos quadrantes é possivel
ser calculada a partir das dimensdes e profundidade do mesmo. Dessa forma, é feita uma
relacdo entre 0 nimero de células no volume em mm? para cm® ou mL (LUCARINI et al.,
2004).

Para contagem em Camara de Neubauer foram coletadas aliquotas de 100 uL do meio
de cultivo DYGS contendo as bactérias crescidas com trés repeticdes biologicas isoladamente,
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para cada estirpe, e adicionadas separadamente em 900 pL de solucdo salina 0,85% (m:v)
NaCl (m:v). Em seguida foi feita mais uma diluicdo com as mesmas propor¢Oes anteriores,
obtendo amostra 100x diluida. Para reduzir a motilidade das bactérias a serem contadas foi
adicionado 2 pL de formaldeido na amostra diluida e 5 pL da amostra 100x diluida foram
aplicados na lamina precisamente no reticulo de Neubauer sendo posteriormente coberta com
uma laminula de vidro. As bactérias em cada amostra foram contadas em quintuplicatas,
conforme a regido C nas posicdes 1, 2, 3,4 e 5 destacados na Figura 6. A média aritmética das
quatro observacdes foi usada na Equacio 4 para determinar o nimero de células por mL™ nos
cultivos do Item 4.2.

1lmm 4_[

W | Q2mm |
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A

Figura 6. Representacdo dos quadrantes na regido chamada reticulo de Neubauer. Fonte: Angelis
& Valsechi (2008).

Equacéo 4.
N° Células = MxFD x 2,5.10°

Onde, N° Células ¢ o nimero de células bacterianas por mL, M é a média aritmética
do ndmero de células das contagens, FD é o fator diluicdo e 2,5.10° é uma constante usada
para transformas mm?® e cm® ou mL.

4.4 Contagem por Microgota

Para esse método de contagem foi preparado o meio DYGS sélido, conforme as
especificacfes do Item 4.2 com a adicdo de agar (15 g/L). O meio foi vertido em placas de
Petri. Adicionou-se em série de 10" a 10® 100 pL da suspensdo bacteriana inicial em
microtubos de 1,5 mL contendo 900 pL de solugéo salina 0,85% NaCl (m:v). Trés gotas (10
pL) de cada diluicdo foram aplicadas no meio solido DYGS nas placas de Petri com auxilio
de uma pipeta manual. Para cada uma das trés repeticbes biol6gicas foram feitas trés
repeticBes técnicas. As placas foram acomodadas em estufas com temperatura de 30 °C por
24 horas. A contagem foi realizada a partir da diluicdo que era possivel observar de 3 a 30
colénias (Figura 43, Anexo C). O numero de unidades formadoras de coldnia (UFC) foi
determinado pela Equacéo 5 seguinte %.
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Equacéo 5.
N° UFC = Cx 109 x 10>

Onde, N° UFC é o numero de unidades formadoras de coldnia por mL, C é a média
aritmética do nimero de colbnias observadas nas trés replicas técnicas, d é o valor em
modulo da diluicdo onde as coldnias foram contadas e 10° é uma constante usada para a
converséo de pL para mL.

Complementar a essa técnica, foi realizado o teste de Life and Dead que por meio de
corantes fluorescentes e microscopia confocal, permitindo a visualizacdo de células
bacterianas vivas e mortas (Figura 44, Anexo D). Para tal, utilizou-se 1 mL da mesma
suspensdo bacteriana submetida a técnica de contagem por Microgota em placa. Foi
adicionado 1,5 pL de cada um dos dois corantes (para células vivas e mortas) diretamente no
volume de 1 mL, a mistura foi vortexada e deixada em repouso por 15 min. Uma aliquota de
10 pL foi aplicada na lamina e sobreposta com laminula para visualizagdo em microscopia
confocal.

4.5 Extracdo do DNA Gendmico de Bactéria

Para o isolamento do DNA gendmico a partir da suspensdo bacteriana em meio DYGS
liquido foram usadas duas metodologias, com o kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega®, USA) e o tampdo CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Antes de serem
submetidas ao processo de extracdo, 1 mL da suspenséo bacteriana foi sedimentado em micro
tubos de 2 mL por centrifugacdo a 10.000 rpm por 3 min, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado formado (pellet) foi utilizado para extragcdo de DNA. O kit comercial foi utilizado
de acordo com as recomendacdes do fabricante (Promega®, USA). Para a extracdo de DNA
com CTAB foram utilizados 600 pL do tampdo [2% CTAB; 1,42 M NaCl; 100 mM Tris-HCI
pH = 8,0; 20 MM EDTA pH = 8,0; 2% PVP; 5 mM acido ascérbico e 4 mM DIECA] pré-
aquecido a 80° C, o sedimento bacteriano foi dissolvido suavemente por pipetagem. As
amostras foram colocadas em Banho Maira por 10 min e foram misturadas suavemente duas
vezes nesse periodo. Em seguida, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente em
bancada, e adicionou-se 3 pL de RNAse (20 mg mL™) e 5 pL de Proteinase K (1 mg mL™)
com posterior incubacdo a 37° C por 30 min. Apds esse periodo, adicionou-se 600 pL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), a mistura foi homogeneizada e centrifugada a 14.000
rom por 10 min. O sobrenadante foi coletado e foi adicionado 70% de Isopropanol
correspondente ao volume recuperado. As amostras foram invertidas suavemente por 10 vezes
e colocadas no gelo por 15 min, depois centrifugadas a 14.000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet formado foi adicionado 500 pL de alcool 70% com
posterior centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi
colocado para secar por 2 h em capela de exaustdo com fluxo de ar ligado. O DNA foi
reidratado com 50 pL de TE pH = 8,0.

O rendimento em ng pL™ e a pureza A260/A280 nm das amostras de DNA foram
avaliados em espectrofotometro utilizando o equipamento NanoDrop®. A integridade do
DNA gendmico extraido foi observada em gel de agarose 1% (m:v) em tampdo TAE 1x,
submetido a eletroforese (70 /90 min), corado com brometo de etideo, foto-documentado e
registrado pelo programa KODAK®.
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46 PCR Convencional

O DNA genémico isolado das cinco bactérias que compdem o inoculante para cana-
de-agUcar foi utilizado para testar os iniciadores desenhados nesse trabalho. As reacGes para
todos os pares de iniciadores foram realizadas nas seguintes condi¢des: 2,5 UL de tampéo
(10x); 1,25 pL MgCl; (50 mM); 0,5 uL dNTP (10 mM); 1,0 pL de cada primer (10 uM); 0,2
pL da enzima Taq Polimerase (5 U); 17,55 pL de &gua para PCR e 1 puL amostras de DNA
bacteriano (10 ng.uL™). As condicdes utilizadas para amplificacéo foram: desnaturaco inicial
a 95°C por 5 min, seguida por 40 ciclos, com temperatura de anelamento de 60°C por 45
segundos, depois a 72°C por 1 min e extensao final de 72°C por 5 min. Utilizou-se 13 pL do
produto da PCR para eletroforese (90 V/90 min) em gel de agarose 2%, em seguida corado
com brometo de etidio e visualizado em fotodocumentador. Para aumentar a eficiéncia de
amplificacdo e/ou especificidade foram realizados alguns ajustes na concentracdo de MgCl,,
quantidade dos primers, adicdo de Tween 20, bem como, varia¢des na temperatura e tempo de
anelamento.

4.7 Teste Estirpe-Especifico dos Primers Selecionados

Para testar a especificidade dos primers desenhados em nivel estirpe-especificos o
DNA gendmico de cinco estirpes pertencentes a cada uma das espécies bacterianas
componentes do inoculante foi utilizado como molde na PCR. No caso da P. tropica foi
utilizado apenas o DNA de quatro estirpes e 0 DNA de outra espécie do mesmo género. O
DNA dessas bactérias (Tabela 4) foi cordialmente cedido pelo Centro de Recursos Biologicos
Johanna Ddébereiner (CRB-JD) do Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia (CNPAB).
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Tabela 4. Estirpes das espécies de bactérias diazotroficas utilizadas para avaliar a
especificidade dos primers.

s . Cadigo Cultura de A
Especie Estirpe CNPE\B Origem Referéncia
M1 BR11191 Cana-de-acgucar Olivares et al. (1997)
Herbaspirillum M4T BR11192 Cana-de-aggcar Olivares etal. (1997)
rubrisubalbicans M5 BR11193 Cana-de-acgucar Ol!vares et al. (1997)
M6 BR11194 Cana-de-acgucar Olivares et al. (1997)
HRC52 BR11511 Cana-de-acgucar Olivares et al. (1997)
ZAE67" BR11175 Arroz Baldani et al. (1986)
Herbaspirillum HRC80 BR11198 Cana—de-agl:Jcar OI!vares etal. (1997)
seropedicae HCC102 BR11336 Cana-de-qgucar Olivares et al. (1997)
HS4 BR11382 Coqueiro CNPAB
ZAE94  BR11417 Arroz Baldani et al. (1986)
Ppe5 BR11363 Cana-de-acucar Reis et al. (2004)
Paraburkholderia Ppe7 BR11365 Cana-de-acgucar Reis et al. (2004)
tropica 117 BR11820 Arroz Rodrigues et al. (2006)
141 BR11827 Arroz Rodrigues et al. (2006)
Parat_)urkh_olde_rla 139 BR11826 Arroz Rodrigues et al. (2006)
vietinaminesis
PR-1 BR11199 Cana-de-agucar CNPAB
Gluconacetobacter PR34 BR11228 Can_a-de-agl]car _ CNPAB
diazotrophicus PRC1 BR11237 Caplm-came,rum Reis et al. (1994)
PSP19 BR11251 Cana-de-acgucar CNPAB
17R* BR11952 Cana-de-acgucar Guedes et al. (2008)
Ym6 BR11147 Milho Azevedo et al. (2005)
Nitrospirillum YA95 BR11160 Arroz Azevedo et al. (2005)
AMAazonense YS58 BR11162 Sorgo Azevedo et al. (2005)
YAl4 BR11171 Arroz Azevedo et al. (2005)
Aaml5  BR11929 Arroz Magalhaes et al. (1983)
48 BOX-PCR

Foram feitas reaces de BOX-PCR usando as amostras de DNA das estirpes da Tabela
4, como também para as estirpes do inoculante para cana. As rea¢6es foram preparadas com o
primer BOX A1R (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") (VERSALOVIC et al., 1994)
e: 2,5 uL de tampédo (10x); 1,5 uL MgCl, (50 mM); 0,75 pL dNTP (10 mM); 2,5 pL de
primer (10 uM); 0,25 pL da enzima Taqg Polimerase (5 U); 2,0 uL de Tween 20 (2%); 14,25
uL de 4gua para PCR e 1 pL amostras de DNA bacteriano (10 ng pL™). As condices
utilizadas para amplificacdo foram: desnaturacéo inicial a 95° C por 5 min, seguida por 35
ciclos (94° C por 1 min), temperatura de 53 °C por 1 min, depois a 65° C por 8 min e
extensdo final de 65° C por 16 min. Utilizou-se 13 pL do produto da BOX-PCR na
eletroforese (70 V/300 min) por meio de um gel de agarose 2%, em seguida corado com
brometo de etidio, descorado por 180 min e visualizado em foto-documentador Kodak Logic
100 KODAK®. Utilizou-se como referéncia o marcador molecular 1 kb Plus Invitrogen®. O
perfil de bandas amplificadas por BOX-PCR foi utilizado para uma analise da relacéo
genética dentro e entre as espécies utilizando o programa BioNumerics v.7.6 (APPLIED
MATHS, BELGICA). As matrizes de similaridade para a construgio do dendrograma foram
calculadas pelo coeficiente de correlagdo de Jaccard e o agrupamento de matrizes de
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similaridade foi realizado pelo algoritmo Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean (UPGMA) sendo os niveis de otimizagdo e tolerancias ajustados para 1,0.

4.9 Analise de Similaridade e Filogenia

As sequéncias do gene 16S rDNA das bactérias que compdem o inoculante e as
bactérias da Tabela 4, exceto o da estirpe YS58 (BR11162), foram utilizadas para anélise de
similaridade e construcéo de arvore filogenética por meiodo software MEGA v.7 (KUMAR et
al., 2016). As sequéncias foram alinhadas e editadas manualmente para o tamanho de 1363 pb
e utilizadas para construcdo das arvores usando o método Neighbor-Joining. A distancia
evolucionéria foi computada usando o método Kimura 2-parameter (KIMURA, 1980). E as
topologias das arvores filogenéticas foram avaliadas utilizando o método de Bootstrap com
1.000 repeticbes (FELSENSTEIN, 1985).

4.10 Testes por PCR em Tempo Real (QPCR)

Para avaliar os primers selecionados para gPCR utilizou-se uma aliquota de DNA
gendmico extraida de cada uma das estirpes HCC103, HRC54, Ppe8', Pal5’ e CbAmc. A
aliquota inicial foi diluida em série de 200 a 0,0002 ng pL™. As reacdes foram preparadas
para o volume final de 15 pL, contendo: 7,5 pL SYBR Green (Promega® ou Qiagen®); 0,3 pL
de cada primer 10 uM, 1,9 puL de agua ultrapura e 5 uL. do DNA genémico. As concentracdes
finais de DNA variaram de 1000 a 0,0001 ng 15 pL™ e cada diluicdo foi pipetada em
triplicatas em placas com 96 pocos. As condicdes da reacdo da qPCR foram: desnaturacédo
inicial a 95 °C por 3 min, de 40 ciclos, com temperatura de 60 °C e 30 segundos seguido de
72 °C por 1 min e extensdo final de 72 °C por 5 min. Também para aumentar a eficiéncia de
amplificacdo e/ou especificidade foram realizados alguns ajustes na concentracdo dos primers
e adicdo de Tween 20 2% (v:v).

4.11 Calculo do Numero de Cépias do Fragmento de DNA

Os valores de Ct obtidos da qPCR com as diluicdes de DNA confome descrito no item
4.10 foram utilizados para constru¢do de uma curva para calcular o nimero de numero de
copias do fragmento de DNA alvo de cada bactéria. A massa de DNA e o tamanho do genoma
de cada uma das estirpes (Tabela 3) foram utilizados na Equacdo 6 para calcular o nimero de
do DNA alvo amplificado. Como cada par de primers sé se anela a uma Unica regido do
genoma e espera-se que cada célula tenha um genoma, esse valor foi considerado como o
namero de células bacterianas em cada amostra.
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Equacéo 6.
X (ng)x 6,0221.10% (moléculas.mol™*)

N (pb) x 660 (g.mol ") x1,10° (ng.g™1)

N° Células =

Onde, N° Ceélulas é o nimero de células ou cépias do fragmento de DNA alvo
amplificado, X € a quantidade de DNA genémico usado na reacdo em nanograma (ng);
6,0221.10% é a constante de Avogadro; N representa o tamanho do DNA gendmico em pares
de base (pb); 660 é a massa média em ng de 1 pb de DNA dupla fita; e 1.10° é a constante
usada para transformar a massa do fragmento de DNA amplificado, de grama (g) para
nanograma (ng).

4.11.1 Sensibilidade da gPCR usando primers especifico

A sensibilidade de cada par de primer foi avaliada a partir da amostra contendo DNA
gendmico bacteriano mais diluida da qual foi possivel observar amplificacdo por parte dos
primers na qPCR. Essas amostras foram utilizadas na gPCR em 10 repeti¢des técnicas.

4.11.2 Eficiéncia de amplificacéo dos primers selecionados para gPCR

A eficiéncia dos primers foi calculada pela Equacéo 2. Para isso, utilizou-se o valor da
inclinacdo da reta (Slope), gerado pela equacdo de cada par de primer. Foram plotados
gréficos usando os resultados gerados pelas médias do valor Ct correlacionadas ao log;o do
namero de copias do DNA alvo, ambos, encontrados por meio das amostras diluidas em série
(Equacéo 6). Foram feitas pelo menos 5 testes da gPCR para cada par de primer.

4.12 Experimentos com Plantas de Cana-de-acucar

Os experimentos foram montados nas areas experimentais da Embrapa Agrobiologia,
BR 465 km 7, Seropédica-RJ (22°44'38"S, 43°42'28"W e 26 m de altitude).

4.12.1 Experimento I: plantas cultivadas em solo

O experimento foi iniciado em setembro de 2015 na area experimental da Embrapa
Agrobiologia utilizando vasos com 0,40 m de didmetro e 0,80 m de altura e volume de 100 L.
Os vasos foram preparados com uma camada de 10 cm de brita grossa, forrada com sombrite
e preenchidos com 100 kg de solo (50 kg da camada 0-20 e 50 kg da cama de 20-40 cm). As
duas camadas de solo foram homogeneizada e, feita a correcdo e adubacdo, com doses
equivalentes a 1.500 kg ha™ calcério, 500 kg ha™ gesso, 250 kg ha™ K50, 250 kg ha™ P,Os e
100 kg ha™ FTE conforme a necessidade verificada na analise de solo. Os vasos foram
acomozdados ao ar livre em uma area nivelada e sem sombreamento, com aproximadamente
180 m*“.

As variedades de cana-de-acgUcar utilizadas foram RB867515 e RB92579. As mudas
foram obtidas na forma de minirrebolos (segmentos de colmos com gemas individualizadas)
com tratamento térmico a 52 °C por 30 min (LANDELL et al., 2013) e fungico por 3 min em
solucdo 0,1% (v:v) contendo o fungicida Comet®, utilizando o sistema de multiplicacéo de
mudas pré-brotadas (MPB). Um total de 128 mudas foram utilizadas no experimento com
desenho experimental em blocos casualizados com delineamento em parcelas subdivididas, e
épocas de coleta na parcela com fatorial 2 x 2 x 2 (2%). Esse arranjo é resultado das
combinagbes entre variedades (RB867515 e RB92579), condi¢bes (inoculado e néo
inoculado) e dose (0 e 45 kg ha™), ou seja, igual a 8 tratamentos (Tabela 5).
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Tabela 5. Tratamentos utilizados no Experimento |.

Variedades Condicdes Doses de N Tratamentos

Okgha'  RB867515 N&o inoculado 0 kg.ha™
45kgha®  RB867515 No inoculado 45 kg.ha™

Nao inoculado

RB867515 oculado Okghal  RB867515 Inoculado 0 kg.ha™
45kgha® RB867515 Inoculado 45 kg.ha™
Niio inoculado © K ha'  RB92579 N&o inoculado 0 kg.ha™
RBY2579 45kgha™  RB92579 Néo inoculado 45 kg.ha™

Okgha'  RB92579 Inoculado 0 kg.ha™

Inoculado 45 kg ha'  RB92579 Inoculado 45 kg ha'l

Foram realizadas quatro coletas aos 90, 180, 270 dias ap6s o plantio (DAP), no
periodo de um ano, acompanhando o ciclo da cultura. A Figura 7 mostra as fases de
desenvolvimento das plantas até os 270 DAP.
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Figura 7. Fases do creéto e dsenvolvimto das plantas de na-de-agl]car utilizados
no Experimento I. Da esquerda para direita: Plantio, 90 DAP, 180 DAP e 270 DAP.

4.12.2 Experimento Il: plantas cultivadas em areia mais vermiculita (2:1)

Esse experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com gemas das mesmas
variedades utilizadas no Experimento I. As gemas foram submetidas a um tratamento térmico
de 52° C por 30 min (LANDELL et al., 2013), seguido por um tratamento com o fungicida
1% (v:v) Comet® por 3 min. Metade das gemas tratadas foi submersa durante 1 hora em calda
contendo o inoculante para cana-de-agucar. A calda para inoculacéo foi preparada usando 5 g
do inoculante turfoso com concentragdo aproximada de 10° UFC g™ das estirpes (HCC103,
HRC54, Ppe8', Pal5" e CbAmc) em 2 L de &gua destilada. Em seguida os tratamentos
controle e inoculado foram acomodados separadamente em caixas plasticas (15 L) contendo
areia e vermiculita (2:1) esterilizadas. Apés 10 dias as mudas pré-brotadas e com raizes
emitidas foram transferidas para vasos de 1 L contendo areia e vermiculita (2:1) estéril. Os
tratamentos da Tabela 6 foram acomodados conforme o desenho experimental: delineamento
em blocos casualizado (DBC), sendo os tecidos raiz e parte aérea tratados como subparcelas.
As amostras foram coletadas aos 15, 30 e 45 dias apds o transplante (DAT) (Figura 8).
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Tabela 6. Tratamentos utilizados no Experimento 1.

Variedades Condicéo Tratamentos
Inoculado RB867515 Inoculado

RB867515 Né&o Inoculado RB867515 N&o inoculado

RB92579 Inoculado RB92579 Inoculado

Ndo Inoculado RB92579 Nao inoculado

P P BT g b .
Figura 8. Fases do crescimento e desenvolvimento de plantas de cana-de-agucar utilizadas no
Experimento Il. Da esquerda para direita: transplante, 15 DAT, 30 DAT e 45 DAT.

Durante o experimento foi aplicada no substrato, a cada dois dias, solucdo nutritiva
para plantas (HOAGLANDS & ARNON, 1950) (Tabela 26, Anexo F). Com 30 DAT todos 0s
tratamentos apresentaram sinal de deficiéncia de nitrogénio, para minimizar a caréncia, foi
aplicada via foliar e no substrato a solucdo de nitrato de amodnia a 1% (m:v), no mesmo turno
de aplicacdo da solugdo nutritiva. Os tecidos coletados foram divididos em parte aérea e raiz,
lavados com &gua destilada, secados com papel toalha, imediatamente congelados em
nitrogénio liquido (-196° C) e armazenadas a -70° C.

4.13 Extracdo de DNA de Tecidos de Cana-de-agucar
4.13.1 Colmos

A extracdo de DNA total dos colmos de cana-de-agUcar foi realizada utilizando o
tampdo CTAB [CTAB a 2% (p:v); NaCl a 1,42 M; Tris-HCI a 100 mM, pH 8,0; EDTA a 20
mM pH 8,0; PVP a 2%, 4cido ascorbico a 5,0 mM e 3 puL de RNAse a 20 mg mL™]
preaquecido a 65°C. Em um microtubo de 2 mL contendo cerca de 200-300 mg de colmo
previamente macerados em nitrogénio liquido foram adicionados 850 uL de tamp&o. Depois
de homogeneizada, a mistura (CTAB/tecido vegetal), foi incubada por mais 30 min a 65°C.
Em seguida foram adicionados 750 uL de cloroférmio:alcool isoamililico (24:1) e novamente
foi realizada outra homogeneizacéo e posterior centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo tudo e foram adicionados
0,7 de Isopropanol correspondente ao volume recuperado, a amostra foi entdo homogeneizada
suavemente por 8 vezes e submetida novamente a centrifugacdo por 5 min. a 14.000 rpm em
temperatura ambiente. Logo ap06s, o sobrenadante foi descartado e ao DNA precipitado
adicionou-se 500 pL de etanol 70%, sendo submetido as mesmas condicdes de centrifugagédo
anterior. Na etapa final o sobrenadante foi descartado e o precipitado colocado para secar a
temperatura ambiente em camara de exaustdo com fluxo de ar ligado por 120 min. Em
seguida o pellet foi resuspendido com 50 pL de TE pH 8,0.
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4.13.2 Raizes

A raiz foi macerada com o auxilio de nitrogénio liquido em gral e pistilo e 200-300 mg
foram utilizados para extracdo de DNA total. Os seguintes tampGes foram testados para o
isolamento do DNA de raizes: I- [2,0% de CTAB (m:v); 1,42 M de NaCl; 100 mM de Tris-
HCI (pH 8,0); 20 mM de EDTA (pH 8,0); 4 % de PVP 40 (m:v); 5,0 mM de &cido ascorbico;
4,0 mM de DIECA ou DTT; 5,0 puL de RNAse (20 ng uL™); 5% 2-B-Mercaptoethanol (v:v)] e
I1- [25 mM de Tris-HCI; 50 mM de Glicose; 10 mM de EDTA; 25 mg mL™ de Lisozima]. O
protocolo testado para extrair o DNA de raiz (Anexo G) foi estabelecido com base nos
trabalhos de Romano & Brasileiro (1999), Muoki et al.( 2012), Holmes et al. (2014) e Ramos
etal. (2014).

4.14 Quantidade e Qualidade do DNA Total Extraido

Apds extracdo, uma aliquota de DNA foi utilizada para quantificacdo por
espectrometria em NanoDrop® Spectrophotometer ND 1000c. A concentracdo de DNA (ng
uL™) foi mensurada por absorbancia (A) no comprimento de onda de 260 nm. A relaco entre
os valores de absorbancia a 260 e 280 nm (260,,/280,,) foi utilizada como indicador da
qualidade do DNA extraido. Essa relacdo deve estd entre 1,8-2,0 (SAMBROOK &
RUSSELL, 2001; AZEVEDO et al., 2003). Além disso, utilizou-se 1 pL da amostra de DNA
isolada para a analise por eletroforese em gel de agarose 1%. O gel foi submetido a 70 V por
90 min e em seguida corado com brometo de etideo, lavado em agua destilada por 15 min, e
foto-documentado para avaliar a integridade do DNA extraido.

4.15 PCR Utilizando primers para o 16S rDNA

Para avaliar a qualidade do DNA extraido dos tecidos vegetais foram realizadas PCRs
convencionais com os primers para o0 gene 16s rDNA. Os primers utilizados foram 27F (5°—
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (FURUSHITA et al, 2003) e Amp2 (5-
AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’) (WANG et al., 1993) para amplificagio de um
fragmento de ~1.500 pb do gene 16S rDNA. A PCR utilizando esses iniciadores foi preparada
utilizando: 2,0 puL de cada iniciador 5 uM; 2,5 uL de tampao 10x; 2,0 uL. de MgCl, 50 mM; e
0,2 pL Taq polimerase 5 U; 0,5 pL de dNTP 10 mM; 1 pL da amostra de DNA extraida do
tecido de cana (20 ng uL™), e 4gua ultrapura até completar o volume final de 25 uL por
reacdo. As condi¢des para as rea¢es de PCR foram: desnaturacdo inicial de 95°C por 5 min,
seguida de 39 ciclos com 1 min a 95°C, 60° C por 90 s e 72° C por 1 min, seguidos de uma
extensdo final de 72°C por 5 min.

4.16 Uso da PCR em Tempo Real (QPCR)

Para as reacfes de gPCR usou-se 0s kits Promega® e Qiagen® SYBR Green. As
reacbes foram realizadas em triplicatas técnicas em placas contendo 96 pocos usado o
equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As amostras de DNA
total das bactérias crescidas no meio de cultivo DYGS e das plantas de cana foram todas
padronizadas para a concentracdo de 10 e 20 ng pL™, respectivamente, e utilizadas nas
reacOes de qPCR de acordo com as seguintes reagentes condi¢fes: 5 pL da amostra de DNA,;
7,5 uL de SYBR Green; 0,30 - 1,0 pL dos primers F e R 10 uM, e 0,5 - 1,3 pL de agua para
PCR completando o volume final de 15 pL. As modificacdes nas condi¢es da gPCR,
necessarias para aumentar a eficiéncia de amplicacdo de cada primers sdo mostradas na
Tabela 10.

30



4.16.1 Quantificacdo das bactérias crescidas em meio DYGS

As bactérias que compdem o inoculante para cana-de-actcar foram quantificadas em
nimero de células mL™. Para tal, utilizou-se como molde para a gPCR o DNA bacteriano
extraido de cultivos realizados em meio DYGS modificado e primers especificos. Os valores
de Ct da gPCR foram usados na Equacgéo 7 (ILHA et al., 2016) para a quantificag&o.

Equacéo 7.
AxBxC

Dx E

N° Células =

Onde, A é a quantidade de fragmentos alvo ou células obtidaos por meio do valor Ct da
gPCR; B ¢ a concentragdo de DNA gendmico isolado em ng uL'l; C é o volume de DNA
extraido em pL; D € a massa de DNA total usado na reacdo em ng; e E € o volume do meio
DYGS usado para extragdo em mL.

4.16.2 Determinacdo do numero de células por grama de tecido vegetal

Ap0s as reaces de gPCR o Ct médio das triplicatas, gerado a partir das amostras de
DNA isoladas dos tecidos da planta de cana-de-agucar, foram usados para quantificacdo das
bactérias que compdem o inoculante para cana-de-agUcar. Para isso, utilizou-se a equagdo da
reta especifica para cada bactéria (Figura 21). Como o fragmento alvo a ser amplificado tem
apenas uma cépia no genoma, pode-se usar o valor do nimero de copias do fragmento
calculado por meio da qPCR para estimar o ndmero total de células presentes em cada
amostra. A massa em grama (g) do tecido utilizado para a extragdo de DNA e o rendimento
(ng pL) foram utilizados para o calculo final do nimero de células por grama de tecido nas
amostras de DNA isoladas dos tratamentos, conforme adaptactes na Equacéo 7, o volume
(mL) no numerador foi substituido para massa (g).

4.17 Estatistica

Os dados gerados das quantificacdes realizadas por meio das técnicas da Camara de
Neubauer, Microgota em placa e gPCR foram submetidos, ao teste de normalidade Shapiro-
Wilk W, anélises de variancia, teste de comparacdo de média Tukey, e regressao, todos com
P<0,05 de significancia, utilizando o programa estatistico SISVAR5.6® (Lavras, Brasil)
(FERREIRA, 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente os resultados gerados nesse trabalho mostram as analises dos primers
desenhados, que justificam a selecdo dos primers especificos para a amplificacdo do DNA das
estirpes bacterianas de interesse. Em seguida, os resultados obtidos com a quantificacdo do
nimero de bactérias por qPCR, utilizando os primers selecionados, foi comparado a
quantificacdo utilizando Camara de Neubauer e contagem por Microgotas em placa.

Posteriormente, os primers foram utilizados na gPCR para a quantificagdo das
bactérias do inoculante a partir do DNA total extraido dos tecidos de cana-de-agucar, de
plantas cultivadas em duas condic¢Oes diferentes, em solo e areia mais vermiculita (2:1)
(Subitens 14.3.1 e 14.3.2). Os resultados mostraram que o DNA extraido da raiz de plantas
cultivadas em solo, a partir de 180 dias ap6s o plantio, ndo tinha qualidade suficiente para ser
utilizado nas reacdes de PCR e gPCR. No entanto, para amostras de DNA extraidas de colmo
(plantas cultivadas em solo), parte aérea e raizes (plantas cultivadas em areia com
vermiculita) das variedades de cana-de-acicar (RB867515 e RB92579) foi possivel estimar a
populacdo de bactéria do inoculante por meio da g°PCR com primers espécie-especifico.

5.1 Selecdo dos Primers em Nivel de Espécie

De um total de 39 pares de primer desenhados para amplificar por PCR e gPCR o
DNA alvo das bactérias do inoculante para cana-de-agucar, 10 foram selecionados (Tabela
9/Figura 19) para serem utilizados nas analises de quantificacdo. Mesmo utilizando a
informacdo do genoma, para busca regifes de DNA exclusivas de cada estirpe, e ferramentas
computacionais, para ajudar a desenhar bons primers, as avaliagdes por PCR mostraram que
apenas 25% do total de primers desenhados puderam ser selecionados e somente trés
mostraram-se provavelmente estirpe-especificos. Para todos os primers foram necessarios
ajustes nas concentracGes de MgCl, 50 mM, primers, temperatura e tempo de anelamento, e
em alguns dos casos a adigdo de Tween 20, para aumentar a eficiéncia das reacdo de PCR e
gPCR, Tabela 10.

Para a H. rubrisubalbicans estirpe HCC103 (BR11504) foi selecionado um maior
namero de primers espécie-especificos entre as bactérias avaliadas. Dos 10 pares de primers
desenhados para HCC103, 4 (Hr103C1870, Hr103C3867, Hr103C3868 e Hr103C4062) foram
espécie-especificos (Figura 9).
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Figura 9. Gel de agarose 2% com o produto da amplificacdo por PCR convencional
utilizando os primers Hr103C1870 (A), Hrl103C3867 (B), Hr103C3868 (C) e Hr103C4062
(D) a partir do DNA gendmico das 5 estirpes de bactérias do inoculande: 1) HCC103; 2)
HRC54; 3) Ppe8™; 4) Pal5"; 5) CbAmc e (--) controle negativo. M- marcador de peso
molecular

Apesar das inUmeras tentativas para o desenho de primers para a estirpe HRC54 de H.
seropedicae, a grande maioria foi inespecifica. A partir do genoma de HRC54 foram
desenhados 13 pares primers. No entanto, s6 foi obtido um produto de PCR especifico para
essa estirpe com a utilizacdo dos primers desenhados a partir da sequéncia do gene
phageEndo presente no genoma da estirpe HRC54 (Figura 10). Um fator importante para a
ocorréncia da amplificacdo foi a adicdo de Tween 20 no preparo da reacdo de PCR. O Tween
20 € um detergente frequentemente utilizado como otimizador da PCR (HILL & STEWART,
1992).
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Figura 10. Gel de agarose 2% com o produto da amplificagdo por PCR convencional
utilizando o primer Hs54CphageEndo a partir do DNA das estirpes: 1) HRC54; 2)
HCC103; 3) Ppe8™; 4) Pal5'; 5) CbAmc e (--) controle negativo. M- marcador de peso
molecular.

No caso da estirpe Pal5" de G. diazotrophicus foi possivel obter amplificacdo dos
fragmentos do DNA alvo para dois (Gd5C70 e Gd5C4525) dos 4 pares de primers desenhados
(Figura 11).

W\ . . i
Figura 11. Gel de agarose 2% com o produto da amplificacdo por PCR convencional
utilizando os primers Gd5C70 (A) e Gd5C4525 (B) a partir do DNA gendmico das 5 estirpes

de bactérias do inoculande: 1) Pal5' 2) HCC103; 3) HRC54; 4) Ppe8'; 5) CbAmc e (--)
controle negativo. M- marcador de peso molecular.

Para estirpe Ppe8' de P. tropica foram obtidos dois pares de primers espécie-
especificos, Pt8C14 e Pt8C3641, a partir da avaliagdo dos 4 pares desenhados para essa
bactéria Figura 12.

Figura 12. Gel de agarose 2% com o produto da amplificacdo por PCR convencional
utilizando os primers Pt8C14 (A) e Pt8C 3641 (B) a partir do DNA gendmico das 5 estirpes
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de bactérias do inoculande: 1) Ppe8' 2) HCC103; 3) HRC54; 4) Pal5"; 5) ChAmc e (--)
controle negativo. M- marcador de peso molecular.

Os primers desenhados para amplificar o DNA da estirpe CbAmc de N. amazonense
foram feitos a partir das regides de genes conhecidos no genoma da espécie. Embora todos os
pares de primers terem amplificado os fragmentos alvos dos genes da CbAmc, ocorreram
outras amplificagcdes cruzadas e inespecificas com o DNA gendmico das outras espécies que
compdem o inoculante para cana-de-agucar. Exceto, quando utilizado os primers desenhados
para a regido do gene gyrA (Figura 13).

Figura 13. Gel de agarose 2% com o produto da amplificacdo por PCR convencional
utilizando os primers NaCbCgyrA a partir do DNA gendmico das 5 estirpes de bactérias do
inoculande: 1) CbAmc 2) HCC103; 3) HRC54; 4) Ppe8'; 5) Pal5" e (--) controle negativo.
M- marcador de peso molecular.

5.2 Avaliacao dos Primers em Nivel de Estirpe

Os pares de primers selecionados como sendo espécie-especifico, foram avaliados
quanto a especificidade em nivel de estirpe utilizando o DNA de 30 espécies de bactérias
filogeneticamente relacionadas, sendo 5 estirpes diferentes além das estirpes alvo para cada
espécie (Tabela 4).

Para as 6 estirpes de H. rubrisubalbicans foi possivel observar amplificacdo de um
fragmento de DNA no tamanho esperado para a M6 e M4, além da HCC103. Para as outras
trés estirpes (M1, M5 e HRC52) ndo houve amplificacdo especifica, apesar de podermos
observa alguma reacdo de fundo (banckground) para as estirpes M1 e M4 (Figura 14). Os
pares de primers Hr103C1870, Hr103C3867 (197 pb) e Hr103C3868 (117 pb) ndo foram
estirpe especificos. Entretanto, o par de primer Hr103C4062 (188 pb) amplificou o fragmento
de tamanho esperado apenas para a HCC103, sendo estirpe-especifico (Figura 14D). A estirpe
M6 mostrou amplificagdo para a maioria dos primers testados, seguida pela estirpe M4". As
estirpes HCC103, M4" e M6 foram todas isoladas da planta de cana-de-aglicar e o
dendograma gerado a partir das analises de BOX-PCR (Figura 45A e 46, Anexo 1), a arvore
filogenética (Figura 47 e 48A, Anexo J) e as analises de similaridade (Tabela 7) das
sequéncias do gene 16S rDNA mostraram que as essas estirpes sdo muito préximas
filogeneticamente.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 2% para avaliacdo da especificidade dos primers
desenhados para estirpe HCC103 de H. rubrisubalbicans utilizando o DNA genémico de 6
estirpes: 1) M1; 2) M4™; 3) M5; 4) M6; 5) HRC52; (+) HCC103 e (--) controle negativo, e 4
pares de primers A) Hr103C1870; B)103C3867; C) Hr103C3868; e D) Hr103C4062.

Para a bactéria H. seropedicae foi avaliado apenas um par de primer, 0
Hs54CphageEndo, uma vez que ndo foi possivel obter mais primers espécies-especifico. No
entanto, a reacdes de PCR com o DNA das estirpes HRC54, HRC80, HS4, ZAE67", HCC102
e ZAE94 utilizando esses primers amplificou um fragmento de tamanho esperado para 5 das 6
estirpes (Figura 15). A estirpe HS4 foi isolada do coqueiro, enquanto as estirpes ZAE67" e
ZAE94 foram isoladas de plantas de arroz (BALDANI et al., 1986) a HRC80 e HCC102
foram isoladas da cana-de-acucar (OLIVARES et al. 1997). A estirpe HCC102 foi a Unica
para a qual ndo foi obervado amplificagdo com os primers Hs54CphageEndo. E interessante
notar que as andlises de similaridade do 16S (Tabela 7 e Figura 47 e 48B, Anexo J) e 0s
resultados da BOX-PCR (Figura 45B e 46, Anexo I) sugerem que essa estirpe é a mais
distante dentre as avaliadas, provavelmente em funcéo disso, ndo foi observado amplificacéo.
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 2% para avaliacdo da especificidade dos primers
desenhados para estirpe HRC54 de H. seropedicae utilizando o DNA genémico de 6
estirpes: 1) ZAE67"; 2) HRC80; 3) HCC102; 4) HS4; 5) ZAE94; (+) HRC54 e (--) controle
negativo, e o primer Hs54CphageEndo.

Para o género Paraburkholderia foi utilizado o DNA de 5 estirpes da espéecia P.
tropica (Ppe5, Ppe7, Ppe8 e 117) e uma estirpe da espécies P. vietinaminesis (estirpe 141) ,
Para essas bactérias foram avaliados 2 pares de primers (Pt8C14 e Pt8C3641) e foi observado
amplificacdo apenas para as estirpes Ppe5, Ppe7, Ppe8 (Figura 16 A e B) que apresentaram
100 de similaridade de sequéncia de 16S e estdo reunidas no mesmo grupo tanto no
dendrograma, gerado pelos dados da BOX-PCR, quanto na arvore filogenética, construida a
partir das sequéncia do 16S. Além disso, todas essas estirpes foram isoladas de cana-de-
acucar, sugerindo que sdo filogeneticamente muito proximo. No entanto, ha necessidade do
sequenciamento completo do genoma das estirpes Ppeb, Ppe7 para poder verificar o quanto
essas estirpes sdo semelhantes e se os primers desenhados séo estirpe-especificos.

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 2% para avaliacdo da especificidade dos primers
desenhados para o género Paraburkholderia utilizando o DNA gendmico de 6 estirpes: 1)
Ppe5; 2) Ppe7; 3) 1172; 4) 141; 5) 139; (+) Ppe8' e (--) controle negativo, e os primers A)
Pt8C14 e B) C3641.

Para as estirpes de G. diazotrophicus foram testados os seguintes pares de primers
Gd5C4525 (143 pb) e GA5C70 (188 pb) desenhados a partir do genoma da estirpe Pal5".
Além da Pal5" foi utilizado o DNA das estirpes PR-1, PR34, PRC1, PSP19 e 17R? nas
reacOes de PCR. A Figura 17 mostra que houve amplificacdo de um fragmento de tamanho
esperado para todas as estirpes quando foi utilizado os primers Gd5C4525. O par de primer
Gd5C70 se mostrou mais especifico, uma vez que, ndo amplificou o fragmento de DNA das
estirpes PR34, PSP19, 17R™. A estirpe PRC1 foi isolada do Capim-camerum (REIS et al.,
1994) e todas a outras foram isoladas de cana-de-agucar. Embora a analise de similaridade do
gene 16S e arvore filogenética mostrem que as estirpes Pal5', PR-1, PR34 e PSP19 sdo
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proximas entre si (Figura 47 e 48D, Anexo J) o dendograma gerado pelo perfil BOX-PCR,
mostra que podem ser um pouco mais distante filogeneticamente (Figura 45D e 46, Anexo I).

. e Suee s S
Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 2% para avaliacdo da especificidade dos primers
desenhados para a estirpe Pal5" G. diazotrophicus utilizando o DNA gendmico de 6 estirpes:
1) PR-1; 2) PR34; 3) PRC1; 4) PSP19; 5) 17R?; (+) Pal5" e (--) controle negativo, e 0s
primers A) Gd5C4525 e B) Gd5C70.

No caso dos primers selecionados em nivel de espécie para a estirpe CbAmc ocorreu
amplificacbes especificas para as estirpes Ym6, YA95, YS58, YAl4 e Aam da espécie N.
amazonense testadas (Figura 18). No entanto, nenhuma dessas estirpes foi isolada da planta
de cana-de-acucar (Tabela 4). O dendogramada (Figura 45E e 46, Anexo |) a partir da BOX-
PCR mostrou a Ym6 e a YA14 bem préximas a CbAmc, o que também pode ser observado na
arvore filogenética (Figura 47 e 48E, Anexo J) construida com a sequéncia do gene 16S
rDNA dessas estirpes.

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 2% para avaliacao da especificidade dos primers
desenhados para estirpe CbAmc de N. amazonense utilizando o DNA genémico de 6
estirpes: 1) Ym6; 2) YA95; 3) YS58; 4) YA14; 5) Aam15; (+) CbAmc e (--) controle
negativo, e os primers NaCbhCgyrA.

Diversos autores tém buscado a validacdao de primers desenhados em nivel de estirpe,
no entanto, grande parte dos primers desenhados e testados ndo foi realmente estirpe-
especifico (BOA SORTE, 2013; STETS, 2013) isso mostra que uma andlise de selecdo
utilizando o DNA de diferentes estirpes além da estirpe alvo é sempre necessaria. Para
selecionar um par de primer, para quantificar a populacdo da bactéria Azospirillum lipoferum
estirpe CRT1 na rizosfera de plantas de milho, Couillerot et al. (2010) testaram 0 DNA de 35
bactérias sendo 15 estirpes da mesma espécie A. lipoferum, 10 espécies dentro do género
Azospirillum spp. e outras 10 bactérias das espécies Pseudomonas fluorescens, Agrobacterium
tumefaciens e Rhizobium etli. Faleiro et al. (2013) desenharam primers para quantificagcdo por
gPCR da estirpe FP2 de A. brasilense em raizes de milho e utilizaram o valor Ct, acima, € a
temperatura de Melting (Tm), abaixo, do encontrado para a estirpe alvo, como pré-requesitos
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para validacdo dos primers. Os testes foram realizados utilizando o DNA genémico de 13
espécies bacterianas, a maioria pertencente ao género Herbaspirillum spp. Pereira et al.
(2014) também selecionaram um entre os dois pares de primers desenhados para a H.
seropedicae estirpe SmR1, diretamente por meio de valores de Ct e da Tm resultantes das
reacOes de qPCR, com o DNA de 13 espécies bacterianas incluindo a estirpe alvo. Stets et al.
(2015) desenhou primers para a quantificacdo da estirpe FP2 de A. brasilense em raizes de
trigo, e dos 10 primers desenhados foram selecionados apenas 5 apds o teste com 14 bactérias,
10 da mesma espécie e 4 do mesmo género da estirpe alvo, dentre os primers selecionados,
trés foram estirpe-especificos, um espécie-espécifico e o outro global (desenhado com base na
sequéncia do gene 16S rDNA).

Todos esses autores utilizaram estratégias diferentes para selecdo e validacdo de
primers. No entanto, no presente estudo ficaria inviavel utilizar um ndmero maior de bactérias
e/ou até mesmo avaliacdo dos primers diretamente por qPCR, uma vez que, foram desenhados
mais de um par de primer para cada uma das cinco estirpes do inoculante. Um resumo dos
resultados para as avaliacdes dos primers em nivel de estirpe e espécie podem ser observados
na Tabela 8.

Tabela 7. Similaridade na sequéncia do gene 16S rDNA das estirpes do inoculante para cana-
de-agUcar com outras estirpes dentro da mesma espécie.

H.r. S(%) Hs. S(®) Pt S(%) G.d. S(%) N.a. S(%)
HCC103 - HRC54 - Ppes’ - Pal5’ - CbAmc -

M1 100,00 ZAE67" 99,92 Ppe5 100,00 PR-1 100,00 Ym6 99,69

M4" 100,00 HRC80 100,00 Ppe7 100,00 PR34 100,00 YA95 99,61

M5 100,00 HCC102 99,39 117 9577 PRC1 99,92  YAl14 99,69

M6 100,00 HS4 100,00 141 9562 PSP19 100,00 Aaml5 98,76
HRC52 99,48  ZAE94 99,92 139** 9538  17R? 99,85 HCC103* 77,49
CbAmc* 77,45 Pal5™ 77,16 HRC54* 77,24

H.r.) Herbaspirillum rubrisubalbicans; H.s.) H. seropedicae; P.t) Paraburkholderia tropica; G.d.)
Gluconacetobacter diazotrophicus e N.a.) Nitrospirillum amazonense. *Estirpe de bactéria de outra espécie
usada como outgroup. **Estirpe pertencente a espécie Paraburkholderia vietinaminesis. S- Similaridade.

5.3 Primers Selecionados

Os primers considerados mais especificos para amplificar o DNA alvo das espécies
bacterianas que comp&em o inoculante para cana-de-agucar estdo listados na Tabela 9 e 0
tamanho do fragmento amplificado na Figura 19. A quantidade dos reagentes e condicdes
determinantes para o éxito da amplificagdo por PCR e gPCR sdo mostrados na Tabela 10.

A concentracdo do fon Mg?* nas reacdes de PCR é um fator que frequentemente
precisa de ajustes (HILL & STEWART, 1992; AZEVEDO et al., 2003). O ion Mg** é
fundamental para a atuacdo da DNA polimerase, no entanto, ele pode ligar-se a moléculas de
acidos nucléicos, aos primers, a dNTPs e/ou ao EDTA, e dessa forma, ndo atuar como cofator
da enzima DNA polimerase (HILL & STEWART, 1992). Hill & Stewart (1992) mostraram
gue o aumento na concentracdo do Mg®* pode melhorar a eficiéncia de amplificacdo por parte
da DNA polimerase, porém, em excesso o Mg?* pode ocasionar a formacéo de dimeros de
primers. Recomenda-se que a concentracdo de MgCl, na reacdo de PCR esteja entre 0,5-3,0
mM (AZEVEDO et al., 2003). Para os primers desenhados nesse trabalho a quantidade
utilizada nas reagdes de PCR ficou entre 2-3 mM (Tabela 10).

Para aumentar a eficiéncia de amplificacdo da reacdo de PCR podem ser utilizados
solventes organicos tais como: formamida, glicerol, polietileno glicol (PEG) ou sulféxido de
dimetilo (DMSO). Esses reagentes melhoram a especificidade dos primers na PCR auxiliando
na amplificacdo de produtos especificos (HILL & STEWART, 1992; MCPHERSON &
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M@LLER, 2006). Hill & Stewart (1992) sugerem que esses reagentes ndo devem ultrapassar
5% (v:v) do volume final da reacdo, uma vez que, acima dessa concentracdo eles também
podem inibir a acdo da DNA polimerase. No entanto, McPherson & Mgller (2006) mostram
que, de acordo com o reagente, uma maior concentracdo pode ser utilizada e no caso do
glicerol e do PEG as concentracBes podem chegar até 15% sem inibir a PCR.

O Tween® 20 (detergente nio idnico) foi usado como solvente orgénico para almentar
a eficiéncia de amplificacdo para os pares de primers nesse trabalho, e no caso do par de
primers Hs54CphageEndo desenhado para H. seropedicae estirpe HRC54, a concentragdo de
0,16% (v:v) foi a maior utilizada dentre os iniciadores testados. De acordo Bachmann et al.
(1990) o Tween® 20 pode ser usado nas amostras de 0,1 a 2,5% (v:v) sem causar inibicdo na
PCR. O DMSO também foi utilizado para alguns primers, no entanto, a amplificacdo usando
Tween® 20 mostrou que as bandas no gel de agarose ficaram mais definidas, provavelmente
devido a melhor amplificacdo nessa condicéo.

Apenas dois pares primers selecionados, uma para a estirpe HCC103 (Hr103C4062) e
outro para a Pal5' (Gd5C4525) tém temperatura de anelamento acima de 60° C (Tabela 10).
De acordo Norlan et al. (2014) a temperatura de anelamento para PCR deve pode ser de 555
°C, e 59£2 °C para gPCR, essa condicdo combinada com a amplificacbes de fragmentos de
DNA menores que 200 pares de base pode melhorar a eficiéncia de quantificagdo. No
presente trabalho o tamanho dos fragmentos amplificados para os primers selecionados variou
de 68 a 197 pb, em sua maioria acima de 100 pb. Para qPCR é ideal que os primers
desenhados amplifiquem fragmentos de tamanhos de 50 a 150 pb (SIGMA®, 2008; LIFE®,
2012). No entanto, McPherson & Mgller (2006) destacam que esse tamanho pode variar de
200 a 300 pb.

A estratégia utilizada nesse trabalho para desenhar os primers para as estirpes que
compdem o inoculante para cana-de-agUcar possibilitou a obtencdo de pares de primers
espécie-especificos, e trés pares se mostraram provavelmente ser estirpe-especificos, sdo eles:
0 Hr103C4062 para a estirpe HCC103 de H. rubrisubalbicans, Figura 14D, e os Pt8C14 e
Pt8C3641 para a estirpe Ppe8” de P. tropica, Figura 16A. No entanto, apesar de alguns pares
de primers mostrarem amplificacdo para varias estirpes, como por exemplo, Ppe5, Ppe7 e
Ppe8’, uma breve analise dos resultados do perfil BOX-PCR, da arvore filogenética e
similaridade das sequéncias 16S rDNA sugere que essas estirpes sdo muito proximas
filogeneticamente e podem ser a mesma.

No geral cada par de primer desenhado foi testado com 30 amostras do DNA de
diferentes bactérias, incluindo a estirpe alvo, sendo cinco pertencentes as bactérias do
inoculante com mais 25 fornecidas pelo CRB-JD (Figuras 33-39, Anexos). Esse total de
amostras permitiu fazer uma boa avaliacdo da especificidade dos primers desenhados em
nivel de espécie e estirpe.
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Tabela 8. Resultados dos testes de especificidade dos primers desenhados para as estirpes de
bacterias do inoculante para cana-de-acucar.

Primers
Hr103C1870 Hr103C3867 Hrl03C3868 Hr103C4062

Espécies Estirpes

HCC103* + + + +
M1 -
M4’ -
M5 - -
M6 +

HRC52 - - - -

Herbaspirillum
rubrisubalbicans

+
+
1

+
+
1

Estirpes Pt8C14 Pt8C3641
Ppe8'” + +
Paraburkholderia Ppe5 + +
tropica Ppe7 + +
117 - -
141 - -

Paraburkholderia

- N 139 - -
vietinaminesis

Estirpes Gd5C4525 Gd5C70
Pal5™* + +
PR-1
PR34
PRC1
PSP19
17R?

Gluconacetobacter

+
. . +
diazotrophicus N

+ 4+ + + +

Estirpes NaChbCgyrA
CbAmc* +
Ym6
YA95
YS58
YAl4
Aaml5 +

Nitrospirillum
amazonense

+ + + +

Estirpes Hs54CphageEndo
HRC54* +
ZAE6TT +
HRC80 +
HCC102 -
HS4 +
ZAE94 +

Herbaspirillum
seropedicae

(+) amplifica, (-) ndo amplifica.* estirpe alvo.

Vale destacar que muitas das estirpes bacterianas testadas, cujo DNA gendmico gerou
um fragmento amplificado pelos primers selecionados, ndo foram isoladas da planta de cana-
de-acucar, como pode ser observado na Tabela 4. Assim, 0 monitoramento das bactérias do
inoculante a partir de amostras de DNA extraidas dos tecidos de cana-de-agucar, utilizando
esses primers na PCR convencional ou gPCR podera esta quantificando exclusivamente as
estirpes alvo. No entanto, € tamanha a diversidade de bactérias associadas as plantas de
Saccharum ssp. (YEOH et al., 2015; SOUZA et al., 2016) pertencentes aos géneros estudados
nesse trabalho, que foram ou ndo isoladas, e ndo tiveram 0 DNA gendmico testado para com
0s primers aqui selecionados.
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Tabela 9. Primers selecionados para PCR utilizando DNA das bactérias que compdem o
inoculante para cana-de-agUcar.

Espécies Primers Sequéncias (5°-3°) Amplicon (pb)
Hr103C1870F CATCACGACCTTCGTTGGCG 112
Hr103C1870R GCCGAGTCCGTTGATCTGGT
Hr103C3867F TGGATGTCATGCTGCCTCGC 197
Herbaspirillum Hr103C3867R GATTTGCCGGTGCTTGACGG
rubrisubalbicans Hr103C3868F TGGAGCTTGAGTACGCGACG 117
Hr103C3868R GCAGCAGTTCGTAAGTGGCG
Hr103C4062 F TCCATCGCATCCTCCACTGC 188
Hr103C4062 R ACGGGCGGTACAGTTTGGCG
Pt8C14F2 GATGCCTTTGCTTCCGGTGC 111
Paraburkholderia ~ Pt8C14R2 CCGCTAGGGCTCCCTAATCC
tropica Pt8C3641F ATCGAATATCGCCGGGTCGG 195
Pt8C3641R AGACCGAGACGTTCGCAGAG
Gd5C70F2 CACCGGGACAGGATTGGACC 188
Gluconacetobacter ~ Gd5C70R2 TATGATGCGCCCGTCTACCC
diazotrophicus Gd5C4525F2 GCCTTCCCCAAGGTCGCTA 143
Gd5C4525R2 TGGTCCCAGTCGAAACCGC
Herbaspirillum 54CphageEndoF ATTCACGCTCCCTCGACGAC 186
seropedicae 54CphageEndoR CGGGCTTGGCGTTGGTGACG
Nitrospirillum NaCbCgyrAF GCTGTCGGATTTCACCAAC 68
amazonense NaCbCgyrAR ATTCACCCTCTTCCTCCAG

300 pb|
200 pb
100 pb

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 19. Gel de agarose 2% com os produtos de PCR amplificados a partir dos primers
selecionados. M- marcador molecular; 1) Hr103C1870, 112 pb; 2) Hr103C3768, 197 pb; 3)
Hr103C3868, 117 pb; 4) Hr103C4062, 188 pb; 5) Hs54CphageEndo, 186 pb; 6) Pt8C14,
111 pb; 7) Pt8C3641, 125 pb; 8) Gd5C70, 188 pb; 9) Gd5C4525, 143 pb; e 10) NaCbCgyrA
68 pb.

42



Tabela 10. CondicGes ajustadas para a amplificacdo por PCR e gPCR utilizando os primers selecionados. Volume final da PCR e gPCR,
respectivamente igual a, 25 e 15 pL.

PCR gPCR Condic¢des Anelamento

Espécies Iniciadores Primer  MgCl, Tween Primer H,0 Tween Sybr | Temperatura Tempo
(10uM) (50mM) 20 (2%) | (10uM) PCR 20 (2%) Green (°C) ()
iR | 10 125 - | 0% 180 - 750 | &0 5
Herbaspirillum Eﬁgggggg;; 1,00 1,25 - - - - 7,50 60 45
rubrisubalbicans | ArOSEIor | 050 125 1,00 030 130 060 750 60 45
Eﬁgggjggg E 0,50 1,00 0,50 0,25 1,70 0,30 7,50 63 45
Paraburkholderia Etggﬂ% 1,00 1,50 i 0,30 1,90 - 7,50 60 45
tropica s 050 1725 0,50 030 1,90 . 750 60 45
Gluconacetobacter gggg;ggzz 1,00 1,25 - 0,30 1,90 - 7,50 60 45
diazotrophicus ggggiggg% 0,50 1,00 0,50 050 120 030 750 63 15
et | NaChooaR | 10125 - | 00 07 - 750 60 4
Hgg?:;g&:g;‘;m gjggﬂggggﬂggg 050 125 2,00 030 080 120 7,50 60 45
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5.4 Primers selecionados para gPCR

Ap0s os testes de especificidade em nivel de espécie e estirpe, feitos por meio das
reacOes de PCR, foram selecionados 5 pares de primers para serem utilizados nas reacGes de
gPCR (Tabela 11). Para tal, todos esses primers foram avaliados quanto a sensibilidade,
eficiéncia de amplificacdo e curva de dissipacdo (Melting). Os principais critérios para
escolher os melhores primers foram quanto a temperatura de anelamento e a sensibilidade
para amplificacdo do fragmento de DNA alvo. Embora o par de primer Hr103C4062 seja
estirpe-especifico para a estirpe HCC103 ele ndo foi escolhido, pois, a temperatura de
anelamento foi de 63 °C e nos testes de gPCR ele possui eficiéncia de amplificagdo maiores
que 100% (resultados ndo mostrados), enquanto que para a mesma estirpe, 0S primers
Hr103C1870, ainda que nédo estirpe-especifico em razdo de amplificar o DNA alvo no
genoma da estirpe M6, funciona com temperatura de anelamento a 60 °C, além de possuir
eficiéncia de amplificacdo proxima a 100% em todos os ensaios (Tabela 13). Quanto a
escolha do par de primer Gd5C4525, que funciona com temperatura de anelamento a 63 °C,
ocorreu em funcdo de ter melhor sensibilidade do que os primers Gd5C70, que possuem
temperatura de anelamento de 60 °C, porém com baixissima sensibilidade (Figura 42, Anexos
B).

Tabela 11. Primers selecionados para a quantificacdo das bactérias do inoculante para cana-
de-acucar utilizando por meio das reacdes de qPCR.

Espécie Primers Sequéncia (5°-3°) Amplicon (pb)

Herbaspirillum Hr103C1870F CATCACGACCTTCGTTGGCG

rubrisubalbicans  Hrl03C1870R  GCCGAGTCCGTTGATCTGGT 112
Paraburkholderia Pt8C14F2 GATGCCTTTGCTTCCGGTGC 111
tropica Pt8C14R2 CCGCTAGGGCTCCCTAATCC
Gluconacetobacter ~ Gd5C4525F2 GCCTTCCCCAAGGTCGCTA 143
diazotrophicus Gd5C4525R2 TGGTCCCAGTCGAAACCGC
Herbaspirillum 54CphageEndoF ATTCACGCTCCCTCGACGAC 186
seropedicae 54CphageEndoR CGGGCTTGGCGTTGGTGACG
Nitrospirillum NaCbCgyrAF GCTGTCGGATTTCACCAAC 68
amazonense NaCbCgyrAR ATTCACCCTCTTCCTCCAG

5.4.1 Sensibilidade

A sensibilidade refere-se a capacidade que cada par de iniciador tem para amplificar o
DNA alvo. De acordo com Nutz et al. (2011) o limite de deteccdo ou sensibilidade é a
concentracdo minima de DNA ou nimero de células que sempre gera resultados positivos em
pelo menos 95% das réplicas avaliadas. A quantidade de DNA genémico utilizado na gPCR
variou de 10° a 10 ng 15 pL™* de amostras, ou seja, de 67 a 0,0000067 ng pL™. Para a gPCR
é recomendado que no volume final da reacdo tenha entre 10 a 50 ng de DNA, sendo que a
concentracdo maxima ndo deve ultrapassar 10 ng pL™ (SIGMA®, 2008; EUROGENTEC®,
2017). Maiores quantidades de DNA podem subestimar a quantificdo do fragmento alvo, bem
como, trazer contaminantes inibidores para reacdo (LIFE®, 2012). Os primers
Hs54CphageEndo e NaCbCgyrA, desenhados para as estirpes HRC54 e CbAmc, tiveram o0s
seus valores de Ct indeterminados ao final de 40 ciclos na gPCR, quando foram utilizadas
amostras na concentracio de 67 ng uL™. Os primers Hr103C1870, Hs54CphageEndo, Pt8C14
e Gd5C4525 tiveram sensibilidade para amplificar até 0,000067 ng de DNA por pL (Tabela
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12 e Figura 18). O par de primer de maior sensibilidade foi o NaCbCgyrA para estirpe
CbAmc, que mostrou amplificacdo para uma quantidade de DNA de 0,0000067 ng pL™.

A sensibilidade de cada par de primer pode ser afetada por diversos fatores, como por
exemplo, o nimero de coOpias do gene alvo ou da regido do genoma a ser amplificado.
Diversos autores também tém mostrado que poder haver uma grande variacdo quanto a
sensibilidade de acordo com a regido a ser amplificar. Boa Sorte (2013), utilizando iniciadores
para o gene 16 rDNA, mostrou que ocorreu amplificacdo mesmo quando foi utilizado 5.10™*
ng UL de DNA gendmico da bactéria de interesse. Geralmente o gene 16S rDNA tem vérias
copias no genoma o que facilita a amplificacdo mesmo utilizando baixas quantidade de DNA
alvo. De acordo Couillerot et al. (2010) os primers que amplificam o DNA da Azospirillum
lipoferum CRT1 tem sensibilidade de até 60 fg o equivalente a 19 cdpias ou células dessas
bactérias em amostras desconhecidas. Segundo Pereira et al. (2014) os melhores primers para
quantificar a bactéria H. seropedicae estirpe SmR1 tiveram sensibilidade de até 60,3 fg ou
6,03.10° ng pL™* correspondentes a 10* cépias do genoma alvo em solugéo.

Os primers desenvolvidos para o presente trabalho foram todos desenhados a partir de
uma regido Unica no genoma das estirpes que compdem o inoculante para cana-de-aglcar, 0
numero de copias amplificadas pode ser convertido para numero de genomas ou células
bacterianas. Conforme Anonymous (2015) o valor Ct encontrado para a massa de DNA
empregada na reacdo de gPCR deve ser transformada em cépias ou ng do DNA alvo
amplificado, ndo podendo ser inferior ao limite de detecgdo. Kralik & Ricchi (2017) propdem
que deva ser adotado para o limite de quantificacdo um coeficiente de variacdo (CV) menor
que 25% para as amostras de maior diluicdo usadas em triplicatas. Como podem ser
observados na Tabela 12, os limites de quantificacdo por qPCR para as bactérias que
compdem o inoculante sdo maiores que os limites de deteccdo ou sensibilidade, por exemplo,
para a estirpe CbAmc a concentragdo de DNA utilizada na qPCR, 10*ng 15uL™, é menor que
1,3.10" copias do fragmento alvo amplificados.

Tabela 12. Numero de copias do fragmento alvo detectado por gPCR usando primers
espécie-especificos e 0 DNA gendmico das bactérias que compdem o inoculante para
cana-de-acucar.

DNA Numero de cdpias do fragmento de DNA alvo

(ng/uL) HCC103 HRC54 Ppe8’ Pal5" CbAmc
6,7.10" 2,005.10° - 1,0462.10°  2,2813.10° -
6,7.10° 2,005.10"  1,6499.10°  1,0462.10°  2,2813.10°  1,2574.10’
6,7.10* 2,005.10°  1,6499.10°  1,0462.10°  2,2813.10°  1,2574.10°
6,7.10° 2,005.10°  1,6499.10° 1,0462.10° 2,2813.10°  1,2574.10°
6,7.10° 2,005.10*  1,6499.10°  1,0463.10°  2,2813.10*  1,2575.10*
6,7.10™ 2,006.10°  1,6500.10°  1,0460.10°  2,2810.10°  1,2570.10°
6,7.10° 2,006.10°  1,6500.10°  1,0500.10°  2,2800.10°  1,2600.10°
6,7.10° - - - - 1,3000.10*
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Figura 20. Gel de agarose 2% com o produto da qPCR para as curvas com dilui¢des seriadas
do DNA gendmioco das bactérias do inocualante para cana-de-agtcar. Primers utilizados: A)
Hr103C1870 para estirpe HCC103, B) Hs54CphageEndo para a estirpe HRC54, C) Pt8C14
para estirpe Ppe8’, D) Gd5C4525 para estirpe Pal5' e E) NaCbCgyrA para a estirpe CbAmc.

5.4.2 Eficiéncia de amplificacéo e coeficiente de determinacéo

A eficiéncia de amplificacdo (E) na qPCR deve estar na faixa de 0 a 1 ou, de 0 a
100%, quando o valor E € igual a 1, o nimero de fragmentos do DNA alvo amplificados é
duplicado a cada ciclo (KRALIK & RICCHI, 2017). Segundo esses autores a maxima
eficiéncia é dificil de ser alcancada durante toda a PCR. Existem faixas aceitaveis para 0s
valores da E e para o coeficiente de determinagdo (R?), os valores satisfatrios para E estdo
entre 90 e 110% com o Slope (inclinacdo da reta), entre 3,10-3,58 e 0 R? com valores maiores
que 0,985 (JOHNSON et al., 2013; NORLAN et al., 2014).

Os valores da E dos primers selecionados para gPCR nesse trabalho sdo mostrados na
Tabela 13. Nos testes realizados houve primers que apresentaram valores da E e do R? dentro
da margem de aceitagéo, o par de primer Hr103C1870 foi 0 que apresentou melhor valor de
eficiéncia de amplificacdo e do coeficiente de determinacdo em todos os testes. Os outros
primers Hs54CphageEndo, Pt8C14, Gd5C4525 e NaCbCgyrA apresentaram o0s parametros da
E e R? excelentes em pelo menos um dos ensaios (Tabela 13).
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5.4.3 Curvas Melting

A curva de Melting na gPCR pode ser utilizada como um indicador da especificidade
dos primers, uma vez que, a presenca de um Unico pico com temperatura maior que 80 °C em
todas as reacdes sugere que foi amplificado apenas um fragmento de DNA (NORLAN et al.,
2014). Estruturas secundarias indesejaveis ou dimeros de primers, geralmente podem ser
detectadas quando o valor E da qPCR sdo maiores do que 120% (NORLAN et al., 2014).

Para avaliar a especificidade dos primers testados por gPCR, no presente trabalho
foram observadas as curvas de Melting geradas a apartir do DNA das amostras diluidas em
série de 67 a 6,7.10° ng pL™. Todas as curvas para os pares de primer testados mostram
apenas unico pico principal, o que determina a especificidade dos primers selecionados nesse
trabalho (Figura 22). A formacdo de dimeros de primers no final da amplicacdo para as
amostras mais diluidas poder levar o surgimento de alguns pequenos picos adicionais na
curva de Melting, no entano, de maneira geral, no caso dos primers testados, isso ndo foi
significativo a ponto de inviabilizar a utilizacdo do primers para a quantificacdo das bactérias
do inoculante.
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Tabela 13. Eficiéncia de amplificacdo dos primers para qPCR avaliada por meio de dois kits comerciais de SYBR® Green.

. Kit Ensaios Ct médio para os pontos das curvas padrao Eficiéncia
Primers (F/R . R2 Slope
(F/R) comercial gPCR 1 5 3 1 5 6 7 8 P (%)
1° 12,7 152 186 223 254 289 321 - 0,99 3,2459 103
| *2° 128 160 196 234 26,2 293 316 - 0,998 3,3382 99
3° 126 16,7 20,2 254 273 306 326 - 0,983 3,3729 97
Hr103C1870 Média 12,7 159 194 237 26,3 296 321 - 0,992 3,3190 100
1° - 15,7 17,7 214 249 279 31,2 33,7 0,996 3,1864 105
] 2° - 227 259 294 328 36,3 395 - 0,999 3,3960 97
Média - 192 218 254 288 321 353 - 0,997 3,2912 101
1° 11,9 150 18,6 21,4 24,7 - - - 0,999 3,1942 106
| *2° 13,7 165 22,3 245 28,37 30,67 30,8 - 0,983 3,5073 92
3° - 21,3 255 309 369 378 394 - 0,928 3,2855 101
Hs54CphageEndo Média 12,8 176 22,1 256 299 342 351 - 0,970 3,3290 99
1° - 256 272 308 342 362 383 - 0,987 26817 135
] 2° - 226 2465 286 32,7 343 369 - 0,984 29918 115
Média - 241 259 29,7 334 352 376 - 0,985 2,8368 125
1° - 278 31,8 355 36,37 37,8 - - 0,941 2,9289 120
I *2° - 159 189 226 259 287 322 - 0,999 3,2566 102
Pt8C14 Média - 21,8 2535 29,0 31,25 33,25 - - 0,970 3,0928 111
1° - 238 253 285 328 365 393 - 0,986 3,2998 100
I 2° - 21,7 246 278 316 346 381 - 0,999 3,3038 100
Média - 22,75 249 28,1 322 355 387 - 0,992 3,3018 100
1° - 20,7 255 300 354 36,6 392 394 0,928 3,2157 104
*2° 155 194 236 290 310 341 365 - 0,973 3,3930 97
I 3° - 228 280 325 369 383 394 - 0,936 3,3864 97
Gd5C4525 4° - 184 233 288 319 339 360 391 0,961 3,3066 100
Média 155 20,3 25,1 300 33,8 357 37,7 39,2 0,949 3,3254 99
I 1° - 23,7 23,7 272 314 350 394 - 0,960 3,3246 100
2° - 253 28,7 318 351 378 - - 0,998 3,1467 107
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Média - 245 26,2 295 332 364 394 - 0979 3,235/ 103

1° 48 140 189 236 272 311 362 - 0,997 4,3228 70

| 2° - 158 199 233 291 30,7 338 37,3 0,986 3,5539 91

*3° - 149 17,7 214 260 292 315 341 0,990 33,3193 100

NaChgyrA Média 48 149 188 22,7 274 30,3 338 357 0,991 3,7320 87
1° - 200 20,9 241 269 308 349 374 099 3,4022 96

I 2° - 22,7 250 281 308 341 369 389 0998 2,8865 122

3° - 292 31,2 351 37,7 392 395 - 0980 2,6585 137

Média - 239 257 29,1 318 34,7 37,1 38,1 0,991 2,9824 118

I- Promega GoTagq®qPCR Master Mix.

I1- Qiagen QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit.

49



35 - y =-3,3382x + 40,571 y =-3,5073x + 42,724
R*=0,9988 R*=0,9837
35 4
30
30 M
=
O 25 .
o] o 25
= El
3 = *
= 20 I 99
=
*
15 15 -
10 T T T T T ) 10 \ \ T T \ T 1
3 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 9
A Log do Namero de UFC B Log do Namero de UFC
y =-3,2586x + 39,708 y =-3,393x + 45,466
35 - 2=10,999 0 - 2=0,9737
+
30 - 35
3 25 S 30 *
5] 8
g T 25
= 20 - =
20 - *
15 - 15
10 T : ; ; . . 10 T T T T T )
2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8
C Log do Namero de UFC D Log do Numero de UFC
y =-3,3193x + 38,631
2=
40 R?=0,9897
35
= 30 1 &
Q
2 25 4
<
R
Z a0 |
15
10 T T T ]
0 2 4 6 8
E Log do Numero de UFC

Figura 21. Curvas padrdo dos primers: A) Hrl103C1870, B) Hs54phageEndo, C) Pt8C14, D)

Gd5C4525 e E) NaCbCgyrA.
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Figura 22. Curvas de Melting dos primers: A) Hr103C1870, B) Hs54phageEndo, C) Pt8C14,

D) Gd5C4525 e E) NaChCgyrA.
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55 Contagem em Camara de Neubauer Versus PCR em Tempo Real

A Céamara de Neubauer ou Camara de contagem tem sido frequentemente utilizada
para contagem de células por mL em amostras contendo bactérias diazotroficas para
inoculacdo em diversas culturas, como por exemplo, sorgo (SANTQOS, 2010), mamé&o (LIMA,
2010), milho (SPOLOAR et al., 2016). A capacidade de quantificacdo da técnica de qPCR
usando os primers especificos para cada espécie bacteriana do inoculante foi comparada com
a contagem de células utilizando a Camara de Neubauer. Para tal, o DNA genémico das
estirpes HCC103, HRC54, Ppe8’, Pal5" e CbAmc foi utilizado nas reacdes de qPCR. Os
dados em logyo n° células mL™ tanto das quantificagdes por gPCR como da contagem em
Camara de Neubauer (Tabela 24, Anexos E) foram submetidos a analise de variancia (Tabela
14).

Tabela 14. ANOVA para os dados das quantificacbes pelo método da qPCR e Camara de
Neubauer.

Fatores Gl SQ QM Fc Pr>Fc
Estirpes 4 2,1660 0,5415 8,526 0,0003*
Método 1 0,9257 0,9257 14,576 0,0011*
Estirpe*Método 4 4,1607 1,0401 16,377 0,0000*
Erro 20 1,2702 0,0635
Total corrigido 29 8,52283
CV% =2,84
Média geral = 9,073 Numero de observacdes = 30

**Existe significancia dentro dos fatores observados.

A média geral das quantificagdes em logio do nimero de células mL™ mostrou que as
contagens realizadas para as estirpes do inoculante foi maior por meio da Cémara de
Neubauer do que pela PCR em Tempo Real (Tabela 15). No entanto, para as estirpes HRC54,
Pal5" e CbAmc ndo houve diferencas estatisticas entre os métodos de quantificacdo. Para a
estirpe HCC103 observou-se maior numero de células quantificadas via QPCR,
estatisticamente diferente da observada por meio da Camara de Neubauer. No caso da estirpe
Ppe8’ a quantificacdo por gPCR mostrou menor nimero do que pela Camara de Neubauer.

Tabela 15. Comparago entre as quantificagdes (logio do nimero células mL™) realizadas por
meio da Camara de Neubauer e PCR em Tempo Real.

Estirpe Céamara de Neubauer PCR em Tempo Real
HCC103 9,22+ 0,11 Ba 9,74 +£0,33 Aa
HRC54 9,41+ 0,10 Aa 9,07 £ 0,61 Ab
Ppes’ 9,55+ 0,09 Aa 7,85+ 0,09 Bc
Pal5" 9,07+ 0,18 Aa 8,75+ 0,22 Ab
CbAmc 8,97 £ 0,10 Aa 9,07+ 0,10 Ab
Média Geral 9,24 +0,24 A 8,89 +0,69B

Letras maitsculas e minGsculas diferentes representam diferengas significativas das médias entre e dentro dos
métodos, respectivamente, conforme o teste de média Tukey (P<0,05).

Sabe-se que impurezas no material genébmico pode inibir a eficiéncia da técnica de
PCR (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). No processo de extracdo de DNA das estirpes Ppe8’
e Pal5" com o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega® USA) observou-se
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formacgdo de viscosidade na amostra 0 que resultou em uma baixa relacdo A260,n/A280,m
(resultados ndo mostrados). Lodhi et al. (1994) destacam que os polissacarideos sdo bem
visiveis no processo de extracdo do DNA pelo seu aspecto viscoso e pegajoso. Esse material
possivelmente interferiu nas reacdes de qPCR, uma vez que, para as bactérias Ppe8” e Pal5" a
quantificacdo por gPCR foi menor do que pela técnica Camara de Neubauer. A contaminacao
das amostras de DNA por polissacarideos é tema recorrente na lieteratura (FANG et al., 1992;
BAUDRACCO-ARNAS, 1995; HAN et al., 2010; NUNES et al., 2011) e a presenca de
polissacarideos nas amostras de DNA pode inibir a reacdo de PCR, supostamente da mesma
forma a gPCR (SEGUNDO LODHI et al., 1994).

Segundo Abelho (2013) a contagem por meio da Camara de Neubauer é rapida e pode
fornecer informagdes quanto ao tamanho e morfologia dos microrganismos, no entanto, pode
haver erros, principalmente, em decorréncia da reprodutibilidade da aplicacdo de cada
amostra na camara de contagem, e da adsorcdo de bactérias as superficies do vidro. Além
disso, no caso de bactérias, ha necessidade de usar amostras com concentracdo de células
superior a 10°, e ndo é possivel diferenciar as células vivas das mortas, o que poder ser um
problema para quantificagdo. De acordo Lucarini et al. (2004) mesmo sem aglomeragédo de
células bacterianas e excesso de ampliacdo do foco (microscdpio) deve-se adotar um erro
médio percentual de 5,2 + 0,4576 para a contagem em Camara de Neubauer.

Rodenbusch (2006) utilizou a contagem Céamara de Neubauer e a qPCR para
quantificar o nimero de células/dose e unidades formadoras de placa/dose de trés tipos
comerciais de vacinas vivas contra a doenca Marekem em aves, e ndo houve diferenca
estatistica entre os métodos, embora esses parametros estivessem conforme aos indicados
pelos fabricantes, a técnica de qPCR apresentou maior correlagdo com os valores fornecido
pelas empresas.

5.6 Contagem por Microgota em Placa Versus PCR em Tempo Real

A contagem por Microgota em placa foi outro método utilizado para comparagdo com
a quantificacdo por gPCR das bactérias do inoculante para cana-de-agucar. Os resultados
obtidos (Tabela 25, Anexos E) em logie do nimero de células mL™ do meio cultivo
comparando esses dois métodos foram submetidos a anéalise de variancia (Tabela 16), e teste
de comparacdo de médias Tukey (Tabela 17), ambos com P<0,05.

Tabela 16. ANOVA para os dados das quantificacGes realizadas pelas técnicas de qPCR e
contagem por Microgota em placa.

Fatores Gl SQ QM Fc Pr>Fc
Estirpes 4 7,2953 1,8238 10,542 0,0001**
Método 1 2,4083 2,4083 13,921 0,0013**
Estirpe*Método 4 8,6833 2,1708 12,548 0,0000**
Erro 20 3,4600 0,1730
Total corrigido 29 21,8470
CV% =472
Média geral = 8,81 Numero de observagdes = 30

**Existe significancia dentro dos fatores observados.

Na comparacgéo entre as técnicas de quantificacdo por qPCR e Microgota em placa a
média geral mostrou um maior nimero de bactérias quantificadas pela gPCR. As estirpes
HCC103 e HRC54 foram quantificadas em maior nimero pela gPCR, enquanto para a
contagem das estirpes Ppe8" e CbAmc ndo houve diferenca significativa pelas duas formas de
quantificacdo comparadas. A bactéria Pal5' teve um menor nimero de células mL™

53



quantificadas pela gPCR do que a contagem por Microgota em placa, Tabela 17, significativo
a 5%.

Tabela 17. Quantificacdes (logie do nimero células mL™) realizadas pelas técnicas contagem
por Microgota em placa e gPCR

Estirpe Microgota em placa PCR em Tempo Real
HCC103 8,30 £ 0,07 Ba 9,46 + 0,04Ab
HRC54 8,60 £ 0,44 Ba 10,63 + 0,29Aa
Ppe8’ 8,60 £ 0,10Aa 9,06 £ 0,50Ab
Pal5" 8,70 + 0,08Aa 7,46 £ 0,31Bc
CbAmc 8,43 £ 0,09Aa 8,83 £ 0,93Ab
Média Geral 8,52 +0,22B 9,09+1,11 A

Letras maiGsculas e minusculas diferentes representam diferengas significativas das médias entre e dentro dos
métodos, respectivamente, conforme o teste de média Tukey (P<0,05).

Diversos autores tém mostado que a quantificacdo por qPCR é mais sensivel que a
contagem em Placa para diversas bactérias. Stropa (2009) avaliou inoculantes para soja a base
de Bradyrhizobium com 1, 2 e 4 anos de fabricacdo, enquanto Monllor (2013) quantificou
Legionella spp. em amostras de &gua, e mostraram que que a técnica de qPCR foi mais
sensivel do que a contagem por Placas. llha et al. (2016) utilizaram a técnicas de contagem
em Placa e qPCR para quantificar o nimero de UFC mL™ do Lactobacillus paracasei em
amostras de iogurte aos 7, 14, 21 e 28 dias de fabricacdo, e mostraram que houve diferenca
estatistica nas contagens apenas aos 28 dias, momento no qual supostamente, a comunidade
viavel de L. paracasei nas amostras de iogurte estava baixa, sugerindo que a gPCR foi mais
sensivel por detectar células viaveis e mortas. No presente trabalho, a quantificagdo utilizando
a técnica de Microgotas em Placa mostrou uma média do numero de células para 80 % das
estirpes foi inferior aos valores encontrados pela quantificagdo por gPCR. A maior
sensibilidade da qPCR comparada a técnica de Microgota em placa, pode esta relacionada ao
fato da gPCR quantificar tanto as bactérias mortas quanto as vivas, e na técnica de Microgota
em placa, apenas as bactérias viaveis sdo quantificadas. Para essas mesmas amostras foram
realizados testes de Life and Death, que mostraram as bactérias vivas e mortas do meio de
cultura. Foi observado que a maior parte das bactérias estava viva (em verde) para todas as
amostras, no entanto, havia também bactéria morta (em vermelho) Figura 44 do Anexo D.

5.7 Quantificacdo das Bactérias do Inoculante a partir de Plantas Crescidas em Solo
ao Ar Livre Utilizando qPCR (Experimento I)

Para aumentar a eficiéncia da extracdo do DNA total de raizes utilizando tampéo de
lise foram feitos ajustes na composicdo do tampdo CTAB e durante a extracdo de acordo com
as sugestdes recomendadas por Griffiths et al. (2000), incluindo a alguns componentes do Kit
comercial AllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen). Além disso, também foram avaliadas as
modificagdes sugeridas por Muoki et al. (2012), Holmes et al. (2014) e Ramos et al. (2014).
No entanto, mesmo com o protocolo ajustado de acordo com as sugestfes desses autores
(Anexo G) apenas para as raizes de planta com 90 dias de idade foi possivel extrair DNA que
permitiu a amplificagdo por PCR de todas as amostras quando foi utilizado o primer para o
gene 16S. Apesar da utilizacdo de diferentes estratégias para a extracdo de DNA de raizes,
como por exemplo, inclusdo de proteinase K e lisozima, maior concetracdo de 2-f-
mercaptoethanol no tampéo e mais uma etapa de lavagem com fenol equilibrado, a qualidade
do DNA extrido ainda néo foi suficiente para a amplificacdo do DNA bacteriano da amostra
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sem fazer diluicdes, mesmo quando foi adicionado DNA bacteriano a extracdo de DNA total
de raizes. Provavelmente ainda ha algum tipo de substéncia que esta inibindo a atividade da
DNA polimerase (Figura 23). De acordo com Azevedo et al. (2003) a relacdo de absorbancia
260,m/280ny, ideal para amostras de DNA deve ser de 1,8 a 1,9 o que sugere uma boa
qualidade, e todas as amostras de DNA extraidas de raizes nesse trabalho mostram valores
nessa faixa.

Figura 23. Produto da PCR para o gene 16S rDNA a partir do DNA total extraido de raizes
de cana-de-acucar com 90 DAP. A) Amostras de DNA sem diluir (1- 700, 2- 722, 3- 640, 4-
600) ng uL™; B) Amostras DNA diluido 10x; C) Amostras DNA diluido 100x; D) Amostras
DNA diluido 1.000x; M) Marcador molecular; (+) Amostras de DNA bacteriano; (--) controle
negativo.

Substancias contaminantes como, por exemplo, os &cidos hdmicos podem ser
extraidos junto com o DNA das raizes de cana-de-agucar, além disso, com 0 aumento da idade
da planta pode haver uma maior lignificacdo e aumento na quantidade de camadas externa de
células morta, essas em decomposicdo formam os &cidos organicos que pode dificultar a
extracdo de DNA de boa qualidade. De acordo Jones et al. (2009) na rizosfera sdo
concentrados aproximadamente 11% do carbono fotoassimilado pelas plantas, bem como, 10
a 16% do nitrogénio total das plantas. E provavel que essa grande quantidade de elementos
em forma de compostos organicos produzidos pelas plantas e liberados pelas raizes, facilite a
atividade microbiana e a producdo de diferentes metabolitos que podem se agregar as raizes
dificultando a extracdo de DNA e influenciando, de forma negativa, o processo da PCR.

Devido as dificuldades encontradas para a extracdo de DNA com qualidade suficiente
para as reacOes de PCR optou-se por utilizar apenas as amostras de DNA extraidas de colmos.
A Figura 24 mostra ha diferenca entre a amplificagdo por PCR usando 1 pL do DNA total
extraido da raiz e do colmo, utilizando dois kits comerciais diferentes para PCR.
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Figura 24. Produto da PCR utilizando dois kits comerciais de DNA-polimerase diferentes e 0s
primers 17f e Amp2 para o gene 16S, com amostras DNA extraido de colmo (C) e raizes (R) de
cana-de-aclcar. A) Kit da Qiagen® e B) Kit da Invitrogen®. Concentracdo do DNA (ng pL™): R1-
205, R2- 231, C1- 950, e C2- 936 (RB867515) e R1- 247, R2- 246, C1- 1634, e C2- 2225
(RB92579). (+) Amostras de DNA bacteriano. (--) controle negativo.

As amostras de DNA extraida dos colmos das variedades RB867515 e RB92579 aos
90, 180 e 270 dias apds o plantio foram submetidas a qPCR para quantificacdo das bactérias
do inoculate. Os dados gerados mostraram que a média geral das bactérias foi de log;o 3,879,
logo 3,194 e logo 2,865 células g™ de tecido fresco aos 90, 180 e 270 DAP, respectivamente
(Figura 25). Por meio do teste de regressdo foi gerada uma equacdo com R? igual a 96%,
Figura 26, que pode representar a populacdo bacteriana do inoculante ao longo das coletas.
No entanto, para maioria dos tratamentos ndo houve diferenca significativa, mesmo quando,
avaliado a interacdo entre os diferentes tratamentos (Tabela 27, Anexos H). Apesar da dose de
N aplicada ndo ter interferido na populacdo de bactérias, nem nas condi¢Ges de inoculacgdo e
controle, houve um efeito significato da variedade RB867515, mostrando maior nimero
médio das bactérias do inoculante para cana-de-agUcar (Tabela 18).
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Figura 25. Média geral da populagdo de bactérias (H. rubrisubalbicans, H. seropedicae, G.
diazotrophicus, N. amazonense e P. tropica) nas coletas realizadas aos 90, 180 e 270 DAP.
Dados submetidos ao teste de média Tukey a 5% significancia. Letras diferentes entre as
colunas representam diferenca significativa entre as medias.
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Figura 26. Comportamento populacional das espécies bacterianas do inoculante ao longo
das coletas feitas aos 90, 180 e 270 DAP. Dados submetidos ao teste de regressdo com 5%
significancia. As letras diferentes entre os pontos representa a diferenca significativa entre
as médias nas coletas.

A média das espécies de bactérias do inoculante monitoradas até os 270 DAP pode ser
observada na Figura 27. Existiu diferenca significativa para a maioria da bactéria e parece
haver uma hierarquia entre as espécies. A H. rubrisubalbicans e N. amazonense mostraram
quantidades semelhantes de bactérias em torno de 10> células g™ de tecido fresco. A espécie
com maior nimero de bactérias durante o periodo de avaliacdo foi a H. seropedicae com
média de 10***, seguida pela G. diazotrophicus com 10**? e P. tropica, com menor valor,
apenas 10M%, ou seja, aproximadamente 10 céluas g™ de tecido fresco.
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Figura 27. Média populacional de cada espécie bacteriana que compdem o inoculante para
cana-de-agucar durante os 270 DAP (3 coletas). Letras diferentes entre as barras significa
que ha diferenga significativa pelo teste de Tukey (P<0,05). H.r.) Herbaspirillum
rubrisubalbicans, N.a.) Nitrospirillum amazonense, H. s.) Herbaspirillum seropedicae, G.
d.) Gluconacetobacter diazotrophicus e P. t.) Paraburkholderia tropica.

Tabela 18. Médias gerais para o fator variedade, dose e condicdo, fornecidas em log;o do
nimero de células g™ de tecido fresco.

Fatores Variedades Doses (kg de N ha™) Condigoes
RB867515 RB92579 0 45 Né&o inoculado Inoculado
Médias 3,371 A 3,254B  3,338A 3,287A 3,289A 3,336A
DP +1,461 11,440 +1,444 +1,459 +1,475 +1,436

DP: desvio padréo.

Um resultado interessante, apesar de ndo mostra diferenca estatistica significativa,
ANOVA (Tabela 27, Anexos H), foi a auséncia do efeito da dose de N e da inoculacdo, no
namero total de bactérias quantificadas por qPCR (Tabela 19). O que sugeri que a carga
méaxima de bactérias para cada variedade pode ter sido atingida mesmo na presenca do N e
dessa forma ndo houve acréscimo da inoculacdo. No entanto, esses resultados ainda precisao
ser confirmados com um experimento realizado especificamente pare esse fim.

Tabela 19. Log;o da média do nimero de células g™ de tecido fresco das bactérias que
compdem o inoculante para cana-de-agucar.

DOSE

-1 -1
CONDICAO 45 kg N ha 0 kg N ha
Inoculado 3,298 Aa 3,374 Aa
Nao inoculado 3,275 Aa 3,303 Aa

Letras maiGsculas e mindsculas iguais representam a auséncia de significancia das médias nas linhas e
colunas, respectivamente pelo teste de Tukey com P<0,05.

Outro aspecto interesse foi 0 comportamento populacional de cada espécie dentro das
coletas (Figura 28). Foi possivel observar que as espécies H. rubrisubalbicans e P. tropica
tiveram suas populacGes significativamente reduzidas em pelo menos uma das coletas. No
caso da P. tropica mesmo a gPCR ndo conseguiu detecta-la na na ultima coleta.
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Figura 28. Variacdo do numero de bactérias que compdem o inoculante para cana-de-
acucar dentro das coletas. Médias submetidas ao teste de média Tukey com p<0,05. As
letras mailsculas e mindsculas iguais representam a auséncia de significancia entre os
tratamentos, respectivamente entre e dentro das coletas. H. r.) Herbaspirillum
rubrisubalbicans, N. a.) Nitrospirillum amazonense, H. s.) Herbaspirillum seropedicae, G.
d.) Gluconacetobacter diazotrophicus e P. t.) Paraburkholderia tropica.

5.8 Quantificacdo das Bactérias do Inoculante em Planta Crescidas em Areia e
Vermiculita em Casa de Vegetagédo (Experimento 11)

Esse experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, usando areia e vermiculta (2:1)
como substrato. Essa mistura é substancialmente pobre em matéria organica e permite uma
esterilizacdo mais eficiente. A utilizacdo desse substrato para crescimento das plantas
possibilitou obter uma extracdo de DNA de qualidade a partir das raizes de cana-de-agucar
com até 55 dias apds a inoculagdo (DAI). No entanto, a quantificacdo das bactérias do
inoculante utilizando esse DNA nas reaces de gPCR mostrou pela ANOVA gue ndo houve
diferencas na média total do nimero de células g™ de tecido para o tratamento controle e
inoculado (Tabela 28, Anexos H). O processo de tratamento térmico de 52° C por 30 min,
conforme descrito por Landell et al. (2013), pode ndo ter sido suficiente para eliminar as
espécies que compdem o inoculante para cana-de-agucar nas matrizes colhidas no campo e
utilizadas para retirada das gemas.

O numero de bactérias total das bactérias que compdem o inoculante para cana-de-
acucar, quantificado por gPCR para experimento Il, alcancou uma média geral de logio 5,2
células g™ de tecido fresco (Figura 29). Esses valores sdo maiores que os observados para o
experimento I. Para verificar o padrdo de comportamento da populagdo durante o experimento
Il os dados da quantificacdo gerados para todas as coletas foram submetidos a analise de
regressao (Figura 30) e mostram que h&d uma diminuicdo da populagdo de bactérias ao longo
do experimento que durou 55 dias. A média de células bacterianas de cada espécie foi
quantificada para cada coleta aos 25, 40 e 55 DAI e ao longo de todo experimento.

Para os tecidos, raiz e parte aérea, nesse experimento, considerados como subparcelas,
houve diferenca estatistica significativa. As raizes apresentaram maior nimero populacional
de células bacterianas do inoculante (Tabela 20). Os tratamentos com inoculagdo nao
apresentaram diferenca significativa na média geral, no entanto, pode ser observado um
pequeno acréscimo do nimero de células/grama de tecido fresco para maioria dos tratamentos
inoculado.
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Figura 29. Média geral das bactérias (H. rubrisubalbicans, H. seropedicae, G.
diazotrophicus, N. amazonense e P. tropica) quantificadas aos 25, 40 e 55 DAI. Dados

submetidos ao teste de média Tukey a 5% significancia. Letras diferentes entre as colunas
representam diferenca significativa entre as médias.
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Figura 30. Comportamento do nimero de bactérias do inoculante ao longo das coletas
feitas com 25, 40 e 55 apds o plantio quantificadas por gPCR. Dados submetidos ao teste de
regressao com 5% significancia. As letras diferentes entre 0os pontos representa a diferenca
significativa entre as médias nas coletas.

Tabela 20. Média populacional em logyy do nimero de células g™ de tecido fresco, para os
fatores variedade e condigcOes dentro das subparcelas

Tratamento Variedades Condicoes
Tecido RB867515 RB92579 Inoculado Controle
_ Médias 5,496 Aa 5,473 Aa 5514 Aa 5.455 Aa
Raiz DP +0,836 +0,922 +0,688 +1,034
, Médias  4.965 Ba 4523 Bb 4.779 Ba 4.710 Ba
Parteaérea +1,178 +1,245 +1,144 +1.343

As letras mailsculas e mindsculas, iguais nas colunas e nas linhas, respectivamente, representam a auséncia de
diferenca significativa entre as suas médias. Dados submetidos ao teste de média Tukey com P<0,05. DP- desvio
padréo.
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Avaliando a média de cada espécie do inoculante ao logo do experimento mostrou que
mais uma vez as espécies H. seropedicae e G. diazotrophicus se destacaram das demais com
médias de logso 6 e log:o 5,9 células g™ de tecido fresco, respectivamente. A espécie P. tropica
foi a que teve a menor populacio detectada com logyo 3,6 células g™ de tecido fresco. As
médias populacionais das espécies N. amazonense e H. rubrisubalbicans foram de logip 5,2 e
logao 4,8 células g™* de tecido fresco, respectivamente, estatisticamente diferente entre si e as
demais (Figura 31).
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Figura 31. Média do ndmero de células em log;o referente as espécies que compdem o
inoculante para cana-de-agUcar, quantificadas até os 55 DAI por gPCR. As diferencas entre
as meédias foram avaliadas pelo teste de Tukey (P<0,05). As letras diferentes entre as
espécies representam diferenca significativa. H. r.) H. rubrisubalbicans, N. a.) N.
amazonense, H. s.) H. seropedicae, G. d.) G. diazotrophicus e P. t.) P. tropica.

As populacbes de cada bactéria durante as 3 coletas se mantes mais estaveis no
experimento Il do que no Experimento | (Figura 32). No entato, vale destacar que a primeira
coleta do experimento | foi realizada aos 90 DAP.

8.0 BH.s.
7.0 0G. d
2

BaN. a.
6,0 BEH. 1
5,0

BP.1.
4,0

3,0
2,0
1,0
0,0

Logw N° células/g de tecido

Dias

Figura 32. Comportamento do numero de células das bactérias que compdem o inoculante
para cana-de-agucar dentro das coletas. Médias submetidas ao teste de media Tukey com
P<0,05. As letras maiusculas e minusculas iguais representam a auséncia de significancia
entre os tratamentos, respectivamente entre e dentro das coletas. H. r.) H. rubrisubalbicans,
N. a.) N. amazonense, H. s.) H. seropedicae, G. d.) G. diazotrophicus e P. t.) P. tropica.
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Embora na media geral da populacdo de bactérias que compdem o inoculante tende a
reduzir como tempo, quando se avalia cada espécies isoladamente dentro de cada coleta nas
subparcelas (raiz e parte aérea) observa-se que as plantas controle e inoculadas, tiveram
médias do log;o do nimero de células/g de tecido fresco estaveis (Tabela 21). Podendo ser
observado que a inoculacdo com as bactérias do inoculante manteve significativamente maior
namero populacional nas raizes.

Tabela 21. Comportamento populacional em logye n° células g™ de tecido de bactérias do
inoculante nas subparcelas (tecidos) para cada coleta.

Dias
W 25 40 55

Raiz Controle 4,847 Ba 4,991 Ba 4,395 Bb
Inoculado 5,583 Aa 5,499 Aab 5,371 Ab

Parte adrea Controle 5,185 Aa 5,229 Aa 4,833 Ab
Inoculado 5,245 Aa 5,261 Aa 4,934 Ab

As letras iguais minusculas e mailsculas, nas linhas e colunas, respectivamente, representam a auséncia de
diferenga significativa entre as médias. Dados submetidos ao teste de média Tukey com P<0,05.

A Tabela 22 mostra a média geral de cada uma das espécies do inoculante
quantificadas por qPCR em logio n° células g™ tecido, sendo possivel observar que a
inoculacdo aumentou significativamente o nimero das bactérias N. amazonense e P. tropica
nas raizes e na parte aérea, e no caso da H. rubrisubalbicans apenas na parte aérea. A H.
seropedicae foi a mais estavel dentre as espécies do inoculante com variacdo insignificante
dentro dos tratamentos. A inoculagdo teve um efeito negatico na populagdo de G.
diazotrophicus para os dois tecidos avaliados. Com relacdo as variedades nota-se que as
espécies do inoculante, com excessdo da H. seropedicae, mostraram acréscimo significativo
apenas no tecido parte aérea da RB867515. Novamente, os dados mostram que entre as
espécies do inoculante a P. tropica estd em menor nimero nos tecidos de cana-de-agucar.

Tabela 22. Namero de células g™ de tecido resultante da interacdo nas subparcelas e cada
espécie de bacteria do inoculante com as variedades e condi¢bes

Espécie
M H.s. Gd. N.a. H.r. P.t.

Raiz 10910

Variedade RB867515 5,695Ab 6,385Aa 5,731 Ab 5,416 Bb 4,2518 Ac
RB92579 5807Ab 6,392Aa 5549Ab 5533 Ab 4,086 Ac
Controle 5750 Ab 6,885Aa 5,325Bc 5,350 Ac 3,963 Bd
Inoculado 5,752 Ab 5,892Bab 5.955 Aab 5,599 Aab 4,374 Ac
Parte aérea 10010

Variedade RB867515 6,221 Aa 5909 Aa 5,042Ab 4,351 Ac 3,304 Ad
RB92579 6,203 Aa 4,971Bb  4557Bb 4,044 Bc 2,842 Bd
Controle 6,242 Aa 5712Ab 4,598 Bc 4,018 Bd 2,979 Ae
Inoculado 6,181 Aa 5,168Bb 5,001 Ab 4,378 Ac 3,167 Ad

Letras minGsculas e mailsculas iguais nas linhas e colunas representam a auséncia de diferenca significativa
entre as médias pelo de Tukey com P<0,05. H. r.) H. rubrisubalbicans, N. a.) N. amazonense, H. s.) H.
seropedicae, G. d.) G. diazotrophicus e P. t.) P. tropica.

Condicéo

Condicéo
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Apesar de néo ter sido observado efeito estatisticamente significativo da inoculacéo e
dose de nitrogénio no aumento da populacgdo das bactérias do inoculante quando quantificadas
por gPCR, a quantidade de bactérias detectadas em cada genotipo de cana foi diferente, sendo
0s maiores valores observados para a variedade RB867515 (Tabelas 18 e 20). Yeoh et al.
(2015) também observaram que o uso de N-fertilizante em pequenas concentracdes teve
pouca influéncia sobre a populacdo de diazotréficos associados a raizes de cana-de-agucar. A
quantificacdo das bactérias do inoculante utilizando o DNA total extraido dos colmos de
plantas crescidas em solo (experimento I) mostrou que a populacdo das bactérias G.
diazotrophicus, H. rubrisubalbicans e H. seropedicae alcancou valores de logio 4,32, 10910
3,35 e logyo 4,54 células g™ de tecido fresco, respectivamente. Essa faixa de valores também
foi observada por REIS JUNIOR et al., (2000) para a Acetobacter diazotrophicuse
Herbaspirillum spp. utilizando a técnica de NMP em cana-de-aglcar. De acordo com
Lodewyckx et al. (2002) as bactérias benéficas em plantas tém populacdes na faixa de 10° a
10° células/g™ tecido fresco, sobretudo quando inoculadas. Por outro lado, a quantidade de
bactérias fitopatogénicas endéfitas sio mais expressivas chegando até 10° UFC gde tecido
fresco. Nossos estudos mostram que o nimero de bactérias tende a diminuir com o tempo de
idade das plantas de cana-de-acUcar (Figura 25 e 29).

Boa Sorte (2013), utilizando NMP e gPCR, para quantificar as bactérias do
inoculantede cana-de-acUcar cultivadas em duas regides do Brasil, mostrou que o pico da
populagdo ocorreu nas primeiras coletas, aos 8 meses no estado de S&o Paulo e 7 meses no
Rio Grande do Sul com reducdo populacional nas demais coletas. Essa tendéncia de
diminuicdo do nimero de bactérias diazotrdficas com a idade da planta também foi observada
por Reis Junior et al. (2000) por meio da contagem com a técnica de NMP.

A maior quantidade de bactérias foi detectada quando utilizado o DNA total de plantas
crescidas em areia e vermiculita (experimento 1), provavelmente esse substrato apresentou
efeito na dindmica da populacdo de bactéirs do inoculante, uma vez que, pode ter havido
menor competicdo do que quando foi utilizado o solo como substrato. A vermiculita e areia
sdo substratos de baixissima fertilidade, além de tudo esterilizado, podem ter favorecido a
colonizagdo da planta pelas bactérias inoculadas. Saubidet et al. (2002) e Merten & Hess
(1984) mostraram que em solos mais pobres e esterilizados existe uma menor carga
microbiana.

Para o experimento | ndo foi possivel quatificar a comunidade bacteriana das espécies
que compdem o inoculante paras as raizes em fungdo da baixa qualidade do DNA extraido.
No experimento 11, a média do nimero de células g™ de tecido fresco foi calculada para parte
aérea e raizes, sendo observado maior nimero significativo de bactérias do inoculante nas
raizes. De com Lamb et al. (1996) e Gomes et al. (2005) a raiz ¢é o tecido da planta ondem ha
maior microbiota, sendo essa, decrescente no sentido apical da parte aérea. Além disso, foi
observado que bactérias isoladas e inoculadas novamente na mesma planta (espécie,
variedades etc.) tendem a estabelecerem-se nas raizes (BALDANI & BALDANI, 2005). Reis
et al. (2000) e Milani et al. (2011) também mostram que a populacBes de bactérias
diazotréficas endofiticas estdo em maiores quantidades nas raizes em relacdo as outras partes
da planta de cana-de-acucar. No entato, nossos resultados mostram que pode haver diferencas
entres as espécies dependendo do tecido, com excessdo da H. seropedicae, uma vez que, 0S
valores de sua populacéo ndo diferiram entre parte aérea e raizes.

Os dois experimentos mostraram que ndo houve efeito significativo da inoculagdo
guando comparado o conjunto das bactérias do inoculante. Provavelmente as matrizes de
cana-de-acucar utilizadas ja carregavam uma consideravel carga de microrganismos,
principalmente para o experimento em solo. James et al. (1997) destacam que as bactérias
endofiticas podem ser disseminadas por sementes ou por propagulos vegetativos como € o
caso da cana-de-agucar.
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As espécies de bactéria do inoculante foram isoladas da propria cana-de-agucar. No
entanto, os primers desenhados e testados para a qPCR neste trabalho foram capazes de
amplificar o DNA alvo para varias estirpes como, por exemplo, os pares de primers
Hs54CphageEndo e Gd5C4525 amplificaram todas as estirpes dentro das espécies de H.
seropedicae e G. diazotrophicus, respectivamente. O primer Hrl103C1870 foi o mais
especifico, amplificando apenas o fragmento de DNA de duas estirpes (M6 e HCC103) dentro
da espécie H. rubrisubalbicans. No caso de N. amazonense os primers NaCbCgyrA também
amplificaram um fragmento de tamanho esperado para estirpes isoladas de outras culturas,
além da cana-de-acUcar. Dessa forma, as reacfes de qPCR utilizando esses pares de primers
provavelmente ndo detectaram apenas as estirpes de bactérias do inocalante. No entanto, as
analises de similaridade de sequéncia do gene 16S e BOX-PCR mostraram que grande parte
dessas estirpes pode ser filogeneticamente muito proxima, podendo até ser a mesma bactéria
isolada em diferentes momentos.
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VI.

VII.

VIII.

6 CONCLUSOES

A grande maioria dos primers desenhados nesse trabalho para as bactérias do
inoculante para cana-de-agUcar mostrou-se espécie-especifico.

Apenas o par de primer Hr103C4062, desenhado para a H. rubrisubalbicans
estirpe HCC103 é estirpe-especificos.

A quantificacdo por qPCR para maioria das bactérias foi mais sensivel ou igual
a contagens pelas técnicas Microgotas.

A quantidade de bactérias do inoculante para cana-de-actcar em colmos das
variedades RB867515 e RB92579 ndo sofreu influéncia da dose de 45 kg ha™
de nitrogénio, nem da inoculacao ao longo de 270 apds o plantio.

A quantidade de diazotroficos endofiticos diminuiu a medida com a idade da
planta.

O numero de bactérias das espécies das bactérias do inoculante para cana-de-
acucar foi maior na variedade RB867515 do que na RB92579.

Para plantas com até 55 DAI a quantidade de bactérias do inoculante foi maior
nas raizes da cultura.

A quantidade de bactérias do inoculante para cana-de-agUcar foi maior em
plantas inoculadas crescidas em casa de vegetacdo no substrato areia com
vermiculita.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os primers desenhados foram devidamente testados e avaliados em nivel de espécies e
estirpes, e as andlises de similaridade utilizando a sequéncia do gene 16S e a BOX-PCR
(Figuras 46 e 48, Anexos) foi utilizadas para estabelecer as relacbes filogenéticas entre as
estirpes testadas. Embora a quantificacdo por gPCR de bactérias em tecidos de cana-de-agucar
tenha sido considerada em nivel de espécie, todos os primers selecionados mostraram alta
eficiéncia e especificade, bem como, tiveram suas condigdes para PCR e qPCR seguramente
estabelecidas (Tabela 10). Dessa forma, esses primers sdo potenciais ferramentas para
trabalhos futuros envolvendo a quantificagdo das estirpes HCC103, HRC54, Ppe8', Pal5' e
CbAmc pelas técnicas de PCR e gPCR. As andlises de similaridade entre as 30 estirpes dentro
das 6 espécies mostraram que, muitas sdo fiologeneticamente bem proximas, e até que ponto
os primers desenhandos podem ser considerado espécie ou estirpe especificos. Dessa maneira,
ha& necessidade de sequenciar o0 genoma de um maior nimero de estirpes, para estabelecer
uma melhor relacéo entre elas e poder selecionar primers estirpe espécificos.

Além dos primers selecionados, foi estabelecido um protocolo para extracdo de DNA
das raizes de cana-de-aclucar (Anexo G). Essa metodologia pode ser utilizada a fim de obter
amostras de DNA com alto rendimento e qualidade a partir de plantas cultivadas em solo. No
entanto, como o periodo de avaliacdo foi de 90 dias, é possivel que esse protocolo ainda
necessite de ajustes para plantas cultivadas no intervalo entre 90 e 180 dias de idade.
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ANEXOS

A. Primers Desenhados

Tabela 23. Primers desenhados para as estirpes bacterianas que compdem o inoculante para
cana-de-acgucar.

Espécies (Estirpe) Primers Sequéncias (5°-3°) Amplicon (pb)
103C24F ACCCACGCTCCTTCAGTCTC 171
103C24R CGCCCTGTCTGTCAGCACGG
103C26F ACTCTCGCCGATCAGTGTCG 177
103C26R TCAGCGGACTTACCCTTGAC
103C28F GCCTGCGATAACTGGGTAGT 208
103C28R CCATTTACTGAGTGCGCTCG
103C106F GGCGTCCAAGATACGTCGTC 196
103C106R GGACCCGTAAGTTGTTCACC

Herbaspirillum Hr103C1870F CATCACGACCTTCGTTGGCG 112

rubrisubalbicans  Hr103C1870R GCCGAGTCCGTTGATCTGGT

HCC103 103C3251F AATGATAGAGGGGATGGCGGC 109
(BR11504) 103C3251R ACTCCTCGGGAGAACAACCG
103C3867F TGGATGTCATGCTGCCTCGC 197
103C3867R GATTTGCCGGTGCTTGACGG
Hr103C3868F TGGAGCTTGAGTACGCGACG 117
Hr103C3868R GCAGCAGTTCGTAAGTGGCG
103C4055F TCCTGCGGAAAGATGTGGTG 208
103C4055R GTGATGTAGCGGAGCCAAGG
Hr103C4062 F TCCATCGCATCCTCCACTGC 188
Hr103C4062 R ACGGGCGGTACAGTTTGGCG
54C6369F TGGCATCGACGTGACTGTAG 162
54C6369R TACTTCCGTGCGAACATCAG
54C6391F AGTTGCGTGAGCTTCTGAGC 170
54C6391R AGCTGACTGGTCGCCATTAC
54C6396F CTGCCGTACATCGACCACCG 195
54C6396R CGGGGTAGTCGTTATAGAGCG
54C6398F CTACCCTCAGCAGTGCCAGT 153
54C6398R TCCTCGGCTGGATTCACTAC
54C6400F GCTGTCCATTGAAGATACCG 193
54C6400R CGTCCCACCACACTGGAACG

Herbaspirillum 54C6406F GCATGGCATACGAAGTCGGTC 102

seropedicze  Ceiet  GOAGTTGATTOACCGACCCG

HRC54 (BR11335)  54c6416R CAGAAGCTCAATGTCGCCGC 142
54C6416F2 GTTGATTGACCGACCCGACG 142
54C6416R2 CGGCAGAAGCTCAATGTCGC
54C6403F GCTGAACATCGAGGAGAGCG 041
54C6403R TGACCACCGATAGCGAGGC
54CUmuDF CGCACATCGTCGAGGGCGAC 109
54CUmuDR CGCAGGCGCTTGATGGTGAA
54CUmuCF CTACGTTTCGTGCGAGCGTG 129
54CUmuCR GCGGCCATCTTGATGCCCAG
54CPelEF GCCTTTGGTTCATGCTGGTG 208
54CPelER GGCTGCGAAGAGACACTGGG
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54CphageEndoF ATTCACGCTCCCTCGACGAC

186

54CphageEndoR  CGGGCTTGGCGTTGGTGACG
Pt8C14F2 GATGCCTTTGCTTCCGGTGC "
Pt8C14R?2 CCGCTAGGGCTCCCTAATCC
oaraburiholderia  PBC3641F ATCGAATATCGCCGGGTCGG -
opica o0 R O ARGCAAGACCCOE
T T
Ppe8’ (BR11366)) goy1p TCCTGGTAATGACGAGCGCC 146
8C3622F GAACTGCACGAGTTTGGGCG 151
8C3622R CTGGAACACGTACCAGCCGA
Gd5C70F2 CACCGGGACAGGATTGGACC 158
Gd5C70R?2 TATGATGCGCCCGTCTACCC
Sluconacetabacier 505 GACGGTCGCTTGGAACCTTG .
T T
Pal5’ (BR11281) 5o CTGTGGCAAGGTTCCAAGCG 165
Gd5CA4525F GCCTTCCCCAAGGTCGCTA 143
Gd5C4525R TGGTCCCAGTCGAAACCGC
NaCbCgyrAF  GCTGTCGGATTTCACCAAC o
NaCbCgyrAR  ATTCACCCTCTTCCTCCAG
ChCgmkF CTGGTCAGCATCTTCATCC .
ChCgmkR AGTGGCTCATCTCGTTGG
CbCidhCF CTACGAGCACCGCCTGAT 12
CbCidhCR AGAGAGCCGAAACCCTGG
Nitrospirillum  CPCLSUF AACATCATCGTCCGCCAG g
Hrospirillum — chcLsuR GAAAATGGTGTGGTCCTTGC
Chame (BR11145 CbOGreAR GAGCGACATCAAGAACGG 136
CbCGreAR GAAGGCGATCTCCACGAT
ChCtipAF GCCTATGAGCCCGTCTGG t
ChCtipAR GGAACCGCCATATAAGATGC
ChCglyAF CTGGGCAAGAAGATCAACTC 12
ChCglyAR GTATTCCTTGAACTCGGGC
ChCrecAF GAACTGGAAGGCGAGATG %
ChCrecAR GAGATGGACGAGGTCAGC
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B. Produtos de PCR dos Testes de Primers para as Bactérias do Inoculante

Figura 33. Produto de PCR em gel de agarose 2% para teste dos primers desenhados a partir
do contig 1870 do genoma da estirpe HCC103, dentro e fora da espécie. M- Marcador
molecular; de 1 a 5 estirpes de H. rubrisubalbicans; de 6 a 10 estirpes de H. seropedicae; de
11 a 15 estirpes de P. tropica; de 16 a 20 estirpes de G. diazotrophicus; de 21 a 25 estirpes de
N. amazonense e (--) controle negativo.

Figura 34. Produto de PCR em gel de agarose 2% para teste dos primers desenhados a partir
do contig 3867 para a estirpe HCC103, entre estirpes bactérias. M- Marcador molecular; de 1
a 5 estirpes de H. rubrisubalbicans; de 6 a 10 estirpes de H. seropedicae; de 11 a 15 estirpes
de P. tropica; de 16 a 20 estirpes de G. diazotrophicus; de 21 a 25 estirpes de N. amazonense
e (--) controle negativo.

M) 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 §Suidnis 16 17 18 19 20 (--) 21 2223 24 2%

Figura 35. Produto de PCR em gel de agarose 2% para teste dos primers desenhados a partir
do contig do gene phageEndo para a estirpe HRC54, entre estirpes de bactérias. M- Marcador
molecular; de 1 a 5 estirpes de H. seropedicae; de 6 a 10 estirpes de H. rubrisubalbicans; de
11 a 15 estirpes de P. tropica; de 16 a 20 estirpes de G. diazotrophicus; de 21 a 25 estirpes de
N. amazonense e (--) controle negativo.
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Figura 36. Produto de PCR em gel de agarose 2% para teste dos primers desenhados a partir
do contig 14/2 para a estirpe Ppe8', entre estirpes de bactérias. M- Marcador molecular; de 1
a 5 estirpes de P. tropica; de 6 a 10 estirpes de H. rubrisubalbicans; de 11 a 15 estirpes de H.
seropedicae; de 16 a 20 estirpes de G. diazotrophicus; de 21 a 25 estirpes de N. amazonense e
(--) controle negativo.

.

e A

Figura 37. Produto de PCR em gel de agarose 2% para teste dos primers desenhados a partir
do contig 3641 para a estirpe Ppe8’, entre estirpes de bactérias. M- Marcador molecular; de 1
a 5 estirpes de P. tropica; de 6 a 10 estirpes de H. rubrisubalbicans; de 11 a 15 estirpes de H.
seropedicae; de 16 a 20 estirpes de G. diazotrophicus; de 21 a 25 estirpes de N. amazonense e
(--) controle negativo.

Figura 38. Produto de PCR em gel de agarose 2% para teste dos primers desenhados a partir
do contig 70 para a estirpe Pal5', entre estirpes de bactérias. M- Marcador molecular; de 1 a 5
estirpes de G. diazotrophicus; de 6 a 10 estirpes de H. rubrisubalbicans; de 11 a 15 estirpes
de H. seropedicae; de 16 a 20 estirpes de P. tropica; de 21 a 25 de N. amazonense e (--)
controle negativo.
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Figura 39. Produto de PCR em gel de agarose 2% para teste dos primers desenhados a partir
do contig gene gyrA para a estirpe CbAmc, entre estirpes de bactérias. M- Marcador
molecular; de 1 a 5 estirpes N. amazonense; de 6 a 10 estirpes H. rubrisubalbicans; de 11 a 15
estirpes de H. seropedicae; de 16 a 20 estirpes de P. tropica; de 21 a 25 estirpes de G.
diazotrophicus e (--) controle negativo.

102 10* 10° 101! 102 103 ()

Figura 40. Produtos 117 pb (esquerda) e 188 pb (direita) da PCR para amostras de DNA
alvo em diluigdo seriada (10x) utilizando os primers Hr103C3868 e Hr103C4062,
respectivamente. Eletroforese em gel de agarose 2%.

M 103102 10! 10°101!* 102 103 ()

Figura 41. Produto (125 pb) da PCR para amostras de DNA alvo em dilui¢éo seriada (10x)
utilizando os primers Pt8C3641. Eletroforese em gel de agarose 2%.

Figura 42. Produto (188 pb) da PCR para amostras de DNA alvo em diluigéo seriada (10x)
utilizando os primers Gd5C70. Eletroforese em gel de agarose 2%.
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C. Contagem por Microgota em Placa das Bactérias do Inoculante

Figura 43. Placas contendo coldnias de bactérias do inoculante para cana-de-agucar utilizadas para
contagem. A) H. rubrisubalbicans; B) H. seropedicae; C) P. tropica; D) G. diazotrophicus e E) N.

amazonense.
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D. Teste de Life and Death

Figura 44. Teste life and death para as estirpes do inoculante crescidas em meio liquido
DYGS. Bactérias vivas (verde) e mortas (vermelha). A) H. rubrisubalbicans; B) H.
seropedicae; C) P. tropica; D) G. diazotrophicus e E) N. amazonense.
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E. Resultados das Contagens em Camara de Neubauer e Microgota Versus qPCR

Tabela 24. Resultados médios em nimero de células mL™ das contagens de bactérias do inoculante para
cana-de-acUcar realizadas por meio da Cadmara de Neubauer e gPCR.

Repeticdes biologicas

Estirpes R1 R2 R3
Neubauer gPCR Neubauer gPCR Neubauer gPCR
HCC103 2,075.10° 7,377.10° 1,250.10° 9,677.10° 1,775.10° 2,283.10°
HRC54 2,050.10° 3,386.10° 3,250.10° 2,050.10° 2,675.10° 2,343.10°
Ppe8’ 2,875.10° 7,595.10° 4,425.10° 5,632.10" 3,550.10° 8,598.10’
Pal5’ 7,500.108 3,223.108 1,325.10° 8,863.10° 1,675.10° 6,233.10°
CbAmMc 1,175.10° 1,407.10° 7,250.108 8,850.10° 1,000.10° 1,313.10°

Tabela 25. Resultados médios em nimero células mL™ de meio de cultivadas contagens de bactérias do
inoculante para cana-de-acgUcar realizadas por meio da contagem por Microgota em placa e gPCR.

Repeticdes bioldgicas

Estirpes

R1

R2

D.O. Placa

gPCR

D.O. Placa

gPCR

D.O.

Placa

gPCR

HCC103
HRC54
Ppe8’
Pals’
CbAmc

0,585
0,453
0,817
0,420
0,796

2,166.10°
1,233.10°
2,900.10°
5,630.10°
2,166.10°

3,153.10°
9,040.10*
4,120.10°
1,877.10°
2,030.10°

0,580
0,418
0,880
0,447
0,821

1,700.10°
8,000.10°
3,600.10°
3,833.10°
3,200.10°

8,341.10°
2,560.10*
4,160.10°
1,857.10’
2,170.10°

0,576
0,373
0,835
0,347
0,714

2,333.10°
6,333.10°
4,633.10°
5,100.10°
3,100.10°

1,105.10°
3,091.10%
1,090.10°
6,574.10°
8,650.10°
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F.

G.

Solucio de Hoaglands

Tabela 26. Componentes da solu¢do de Hoaglands.
Para Solucdo Estoque de 1000 mL pH 6,5-7,0

KH,PO,4 (1M) 1,0 mL
K,HPO4(1M) 1,0 mL
MgS0O,4.7H,0 (1M) 2,0 mL
CaS0,2H,0 0,172 g
Solucao de micronutrientes completos 1,0 mL
Solugdo de Ferro* 1,0 mL

* 1,21 g Na,H,EDTA/100 mL de 4gua destilada e 0,6 g FeCl;.6H,0.

Protocolo para a Extracdo de DNA Total de Raizes de Cana-de-agtcar

10.

11.

12.
13.

14.
15.

Antes de macerar totalmente as raizes, elas podem ser pré-maceradas e
separadas das camadas externas escuras, usando peneiras com malha de nailon
e auxilio de N3 liquido;

Usar de 300-350 mg do tecido raiz macerado com auxilio de N, liquido,
alocado em micro tubos de 2 mL,;

Adicionar 700-800 pL do tampéo | (Subitem 4.13.2) pré-aquecido a 65° C e
deixar em banho-maria de 30 a 160 min. O 2-B-mercaptoethanol deve ser
adicionado ao tampao pré-aquecido a 65°C em um frasco a parte conforme o
volume de trabalho.

Adicionar 700-800 pL de cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 (v:v), vortexar
até obter uma amostra totalmente homogénea e centrifugar por 10 min em
rotagdo maxima;

Adicionar 300 pL do tampdo Il (Subitem 4.13.2) ao recuperado
(sobrenadante) na fase anterior, homogeneizar por 20 s no vortex a 1000 rpm;
As amostras devem ser tratadas com proteinase K1mg mL™ (v:v) por 60 min a
37°C;

Adicionar SDS para uma concentracdo final de 1% (v:v) nas amostras,
invertendo as amostras 10 vezes e incubar a 65°C/30 min;

Centrifugar as amostras por 2 minutos sob 10000 rpm, coletar o sobrenadante e
transferir para um novo micro tubo de 2 mL;

Adicionar Fenol em volume igual ao recuperado na fase anterior, posterior a
iSso, misturar por inversdo suave e centrifugar a 10000 rpm por 1 min, se
necessario repetir esse passo mais de uma vez;

Recupere o sobrenadante e adicionar cloroférmio/alcool isoamilico 24:11 (v:v)
em volume igual, misturar por inversdo suave e centrifugar a 10000 rpm por 10
minutos;

Adicionar Isopropanol ou alcool absoluto em volume igual ao recuperado e
incubar as amostras por 20 minutos a 4°C ou em gelo;

Centrifugar a amostra por 5 min a 10.000 rpm e descartar o sobrenadante;
Lavar o precipitado (pellet) com 500 pL de alcool 70% e centrifugar por 5
min/10.000 rpm;

Deixar o pellet secar por 60-90 min em fluxo de ar ligado;

Reidratar o pellet em 50 uL de TE buffer ou 4gua ultrapura, estocar amostra a -
20°C.
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H. Analise de Variancia dos Experimentos I e I1

Tabela 27.ANOVA com P<0,05 para os resultados do experimento I.

Fatores Gl SQ QM Fc Pr>Fc
Coleta 2 64,182 32,091 145,162 0,0000*
Variedade 1 1,245 1,245 5,634 0,0183*
Bactéria 4 544521 136,130 617,776 0,0000*
Condicéo 1 0,200 0,200 0,905 0,3423
Dose 1 0,238 0,238 1,079 0,2999
Bloco 2 1,382 0,691 3,127 0,0455*
Coleta*Variedade 2 0,844 0,422 1,909 0,1502
Coleta*Bactéria 8 74,122 9,265 42,911 0,0000*
Coleta*Condicao 2 0,294 0,147 0,665 0,5150
Coleta*Dose 2 0,854 0,427 1,933 0,1467
Variedade*Bactéria 4 1,088 0,272 1,231 0,2981
Variedade*Condicao 1 0,023  0,0239 0,108 0,7424
Variedade*Dose 1 0,146 0,146 0,665 0,4156
Bactéria*Condicéo 4 0,643 0,160 0,728 0,5736
Bactéria*Dose 4 0,159 0,039 0,180 0,9485
Condicado*Dose 1 0,052 0,052 0,239 0,6256
Coleta*Variedade* Bactéria 8 1,036 0,129 0,586 0,7891
Coleta*Variedade*Condicao 2 0,047 0,023 0,107 0,8984
Coleta*Variedade*Dose 2 0,726 0,363 1,644 0,1952
Variedade* Bactéria*Condicdo 4 0,789 0,197 0,893 0,4688
Variedade*Bactéria*Dose 4 0,193 0,048 0,219 0,9277
Bactéria*Condicdo*Dose 4 0,129 0,032 0,147 0,9643
Coleta*Variedade*Bactéria*Condicao 8 0,914 0,114 0,517 10,8433
Coleta*Variedade*Bactéria*Dose 8 1,011 0,126 0,572 0,8005
Variedade* Bactéria*Condicdo*Dose 4 0,202 0,050 0,228 0,9223
Coleta*Variedade*Bactéria*Condi¢do*Dose 8 1,112 0,139 0,629 0,7534
Erro 268 59,025 0,220
Total corrigido 359 755,190

CV(%) = 14,19

Média Geral = 3,3129

NUmero de observacdes = 360
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Tabela 28. ANOVA com P<0,05 dos resultados do experimento II.

Fatores Gl SQ QM Fc Pr>Fc
Coleta 2 9,6714 48357 29,433 0,0000*
Variedade 1 48528 4,8528 29,537 0,0000*
Bactéria 4  267,1555 66,7888 406,511 0,0000*
Tecido 1 49,3055 49,3055 300,098 0,0000*
Condicéo 1 0,3747  0,3747 2,281 0,1320
Bloco 2 6,8779 3,4389 20,931 0,0000*
Coleta*Variedade 2 0,1129 0,0564 0,344 0,7093
Coleta*Bactéria 8 5,6671 0,7083 4,312 0,0001*
Coleta*Tecido 2 3,2904 1,6452 10,014 0,0001*
Coleta*Tratamento 2 0,0719  0,0359 0,219 10,8034
Variedade*Bactéria 4 3,0290 0,7572 4,609 0,0013*
Bactéria*Tecido 4 34,3762 8,5940 52,308 0,0000*
Bactéria*Tratamento 4 18,3658 4,5914 27,946 0,0000*
Coleta*Variedade™ Bactéria 8 1,9416 0,2427 1.477 0,1649
Coleta*Variedade*Bactéria* Tecido 8 1,1248  0,1406 856 0,5544
Coleta*Variedade* Bactéria*Tratamento 8 15106 0,1888 1,149 0,3301
Variedade*Bactéria* Tecido*Tratamento 4 1,4886 0,3721 2,265 0,0623
Erro 294 48,3035 0,1642

Total corrigido

359 457,5210

CV(%) =7,9

Média Geral = 5,1149236

NUmero de observagdes = 360
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I. Dendogramas Gerados a partir de Perfil BOX-PCR
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Figura 45. Dendograma gerado a partir do perfil BOX-PCR de estirpes pertencentes a
espécies que compdem o inoculante para cana-de-acUcar. Espécies: A) H. rubrisubalbicans;
B) H. seropedicae; C) P. tropica; D) G. diazotrophicus e E) N. amazonense. *Estirpe
pertencente a espécie Paraburkholderia vietinaminesis.Parametros: Jaccard (Tol. 1,0 - 1,0)
% (H>0,0; S>0,0) % (10,0 - 95,0) %.
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J. Arvores Filogenéticas com Base no Gene 16S

Herbaspivillum seropedicae ZAE94 (BR11417)
Herbaspivillum rubrisubalbicans HRC32 (BR11511)
04 Herbaspirillum seropedicae HS4 (BR11382)
Herbaspirillum seropedicae HRC54 (BR11335)
77 Herbaspivillum seropedicae HRCE0 (BR11198)
Herbaspirillum seropedicae ZAE6TT (BR11175T)
00| — Herbaspirillum seropedicae HCC102 (BR11336)
Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 (BR11191)
Herbaspirillum rubrisubalbicans M4T (BR11192T)
100 08 Herbaspirvillum rubrisubalbicans M5 (BR11193)
Herbaspirillum rubrisubalbicans M6 (BR11194)
Herbaspirillum rubrisnbalbicans HCCL103 (BR11504)
— Paraburiholderia vietinaminesis 139 (BR11826)
]l}[}[ Paraburithelderia fropica 117 (BR11820)
Paraburkholderia tropica 141 (BR11827)
00 Paraburkholderia ropica Ppe3 (BR11363)
=

09

Paraburkholderia tropica Ppe7 (BR11365)
Paraburkliolderia tropica Ppe8T (BR113667)
87 | Nitrospirillum amazonense ChAme (BR11145)
84 Nitrospirillum amazonense YA14 (BR11171)
Nitrospirillum amazonense Ym6 (BR11147)
t&-‘?ﬁ'ﬁph‘ﬁhﬁ:; amazonense YA9S (BR11160)
Nitrospirillum amazonense Aam15 (BR11929)
Gluconacetobacter diacotrophicus PRCL (BR11237)
- Gluconacetobacter diazotrophicus 17R2 (BR11952)
100| Gluconacetabacter diazotraphicus PR-1 (BR11199)
Gluconacetobacter diazotrophicus PR34 (BR11228)
64| Giluconacetobacter diacofrophicus PSP19 (BR11251)
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5™ (BR112817)

100

—
0.020

Figura 47. Arvore Filogenética a partir da comparagao entre sequéncias do gene 16S rDNA
de todas as estirpes com amostras de DNA utilizadas para selecionar primers especificos
para as bactérias que compdem o inoculante para cana-de-aglcar nesse trabalho. Método
Neighbor-Joining baseado na comparacdo de 1363 pb de cada sequéncia. Bootstrap com
1000 repeticdes. Distancia evolucionaria computada pelo método Kimura 2-parameter.
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Herbaspirillim seropedicae ZAEGTT (BR11175T)

— Herbaspirillum seropedicae HCC102 (BR11336)

Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5T (BR112817)

—
0,020 B)
Paraburkholderia tropica Ppe8T (BR113667)
100 | payaburkholderia tropica Ppe5 (BR11363)
Paraburkholderia mopica Ppe7 (BR11365)
Paraburkholderia mopica 117 (BR11820)
100L paraburkholderia tropica 141 (BR11827)
Paraburkholderia vietinaminesis 139 (BR11826)
—
0,005 O)
Gluconacetobacter diazotrophicus PR-1 (BR11199)
70 | Gluconacetobacter diazotrophicus PR34 (BR11228)
Gluconacetobacter diazotrophicus PSP19 (BR11251)
Gluconacetobacter diazotrophicus PalST (BR11281T)
LLGEIICOH(TCQ!OEJGCIQF diazotrophicus PRC1 (BR11237)
68L Gluconacetobacter diazotrophicus 17R-2 (BR11952)
Herbaspirillum seropedicae HRC54 (BR11335)
—

0,020 D)

88| | Nitrospirillum amazonense Ym6 (BR11147)
Nitrospirillum amazonense YA95 (BR11160)

L Nitrospirillum amazonense Aaml5 (BR11929)
Herbaspirillum rubrisubalbicans HCC103 (BR11504)

—
0,020 E)

Figura 48. Arvore Filogenética com base na comparacdo das sequéncias do gene 16S rDNA das
estirpes pertencentes a espécies que compdem o0 inoculante para cana-de-agucar. Espécies: A) H.
rubrisubalbicans; B) H. seropedicae; C) P. tropica; D) G. diazotrophicus e E) N. amazonense.
Método Neighbor-Joining baseado na comparacdo de 1363 pb de cada sequéncia. Bootstrap com
1000 repeticdes. Distancia evolucionaria computada pelo método Kimura 2-parameter.
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