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CARACTERIZAGAO DA MICROBIOTA RIZOSFERICA DO PORTA-ENXERTO
CITRUMELO ‘SWINGLE’ EM CAMPO SOB CONDIGOES DE ESTRESSE HIiDRICO

Autor: GIOVANA BETIN PERUCHI
Orientador: Prof. Dr. HELVECIO DELLA COLETTA FILHO
Co-orientador: Prof. Dr. HELENA SANTIAGO LIMA

RESUMO

Apesar de o Brasil ser o maior produtor mundial de laranja, as mudancgas climaticas,
como o0 aumento da temperatura e da seca, tém causado grandes perdas para a
citricultura. O cultivo de citros € majoritariamente realizado por enxertia, sendo o porta-
enxerto fundamental na capacidade de retengao hidrica e na resisténcia a estresses
bidticos e abioticos, entre outras caracteristicas aportadas a copa. O citrumelo
'Swingle' é o porta-enxerto mais utilizado na citricultura brasileira, porém apenas com
moderada resisténcia a seca, que tem, nos ultimos anos, impactado a producéo de
laranjeiras enxertadas neste gendtipo. Durante observagdes em cultivos comerciais,
nosso grupo de pesquisa identificou plantas de laranja-doce da variedade Valéncia
enxertadas em citrumelo 'Swingle' que, apesar de estarem sob as mesmas condi¢gdes
ambientais e livres de doengas aparentes, apresentavam sintomas contrastantes de
deficiéncia hidrica. A partir dessa observacgao, levantou-se a hipotese de que a
composi¢cao da comunidade bacteriana da rizosfera varia entre plantas com diferentes
respostas ao déficit hidrico e que o fendétipo de estresse moderado estaria associado
a presencga de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs). Portanto, o
objetivo deste trabalho foi comparar as populagdes de rizobactérias em plantas de
laranja-doce submetidas a diferentes niveis de deficiéncia hidrica e selecionar, por
meio de sequenciamento e caracterizagao fisiolégica, os isolados com potencial
benéfico as plantas. Para isso, foram coletadas amostras de raizes de plantas e solo
rizosférico contrastantes para os sintomas de deficiéncia hidrica em um pomar na
regiao noroeste do Estado de S&o Paulo. Os isolados bacterianos foram identificados
pelo sequenciamento do gene 716S rRNA e classificados ao nivel de género por meio
de analises de bioinformatica. Para a analise metataxonémica, o DNA total da
rizosfera foi sequenciado, permitindo a caracterizagcdo da diversidade microbiana
associada a cada fendtipo de deficiéncia hidrica. A analise metataxonémica revelou
diferencas significativas na composic¢ao geral das comunidades bacterianas, incluindo
variagbes na abundancia relativa de diferentes filos e géneros. Além disso, a
diversidade beta indicou que as comunidades rizosféricas diferem entre os fendtipos
de deficiéncia hidrica, sugerindo que a microbiota pode estar associada a resposta
das plantas ao déficit hidrico. Uma fracao dos isolados foi caracterizada in vitro quanto
a capacidade de solubilizagao de fésforo, producao de sideréforos e auxinas, além de
mecanismos de mitigacao de deficiéncia hidrica, como produ¢ao de ACC deaminase,
formacao de biofilme e crescimento em condi¢cdes de restricdo de disponibilidade de
agua em meio de cultura. Os isolados provenientes das amostras coletadas em
plantas com fendtipo de estresse moderado se destacaram nesses testes, reforcando
a hipoétese de que a menor susceptibilidade a deficiéncia hidrica pode estar associada
a microrganismos com caracteristicas promotoras de crescimento. Além disso, testes
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de germinagao e inoculacdo em casa de vegetacdo mostraram que os isolados
associados ao fendétipo moderado também tiveram um desempenho superior. Os
resultados deste estudo demonstraram que a comunidade de rizobactéria difere entre
plantas com distintos niveis de deficiéncia hidrica e que essa diferenca pode estar
relacionada a presenca de BPCPs, com potencial aplicagdo em plantas sob cenarios
de escassez hidrica.

Palavras-chave: laranja-doce, rizosfera, microbioma, deficiéncia hidrica.
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CHARACTERIZATION OF THE RHIZOSPHERE MICROBIOTA OF THE ‘SWINGLE’
CITRUMELO ROOTSTOCK IN THE FIELD UNDER WATER STRESS CONDITIONS

Author: GIOVANA BETIN PERUCHI
Adviser: Prof. Dr. HELVECIO DELLA COLETTA FILHO
Co-adviser: Prof. Dr. HELENA SANTIAGO LIMA

ABSTRACT

Despite Brazil is the world's largest orange producer, climate change, such as rising
temperatures and drought, has caused significant losses for citrus production. Citrus
cultivation is predominantly carried out through grafting, with the rootstock playing a
fundamental role in water retention capacity and resistance to biotic and abiotic
stresses such as other characteristics. Citrumelo 'Swingle' is the most widely used
rootstock for citrus plants in Brazil, but its drought resistance is only moderate, and in
recent years, it has struggled under adverse growth condition such as drought as
consequence of clime change. During observations in commercial orchards, our
research group identified sweet orange ("Valencia") trees grafted onto Citrumelo
'‘Swingle' that, despite being under the same environmental conditions and free from
apparent diseases, exhibited contrasting drought stress symptoms. Based on this
observation, we hypothesized that the composition of the rhizosphere bacterial
community differs between plants with varying responses to water deficit and that the
moderate stress phenotype may be associated with the presence of plant growth-
promoting bacteria (PGPB). This study aimed to compare rhizobacterial populations in
sweet orange plants subjected to different levels of drought stress and to select,
through sequencing and physiological characterization, bacterial isolates with potential
plant-beneficial traits. To test the hypothesis, root and rhizosphere soil samples were
collected from plants with contrasting drought stress symptoms growing in the
northwest of Sdo Paulo State. The bacterial isolates were identified by sequencing the
16S rRNA gene and classified at the genus level through bioinformatics analyses. For
the metataxonomic analysis, total rhizosphere DNA was sequenced, allowing the
characterization of microbial diversity associated with each drought stress phenotype.
The metataxonomic analysis revealed significant differences in the overall composition
of bacterial communities, including variations in the relative abundance of different
phyla and genera. Additionally, beta diversity indicated that rhizosphere communities
differ between drought stress phenotypes, suggesting that microbiota may be linked to
plant drought responses. Some isolates were characterized in vitro for their ability to
solubilize phosphorus, produce siderophores and auxins, and mitigate drought stress
through ACC deaminase production, biofilm formation, and in medium growth under
water-restricted conditions. Isolates from samples with the moderate stress phenotype
stood out in these tests, reinforcing the hypothesis that lower susceptibility to water
deficit may be associated with microorganisms possessing plant growth-promoting
traits. Furthermore, germination and greenhouse inoculation tests showed that isolates
associated with the moderate stress phenotype also performed better. The most
promising isolates were selected to form a synthetic community, which is currently
being tested in vivo to evaluate its effect on drought stress mitigation. The results of



viii

this study demonstrate that the rhizosphere community indeed differs between plants
experiencing different levels of drought stress and that this difference may be related
to the presence of PGPB, with potential applications in crops under drought conditions.

Key words: sweet orange, rhizosphere, microbiome, drought stress.



1. INTRODUCAO

O indice pluviométrico na regido do cinturao citricola (estado de S&o Paulo e
Tridngulo/Sudoeste Mineiro) sofreu uma drastica redugao entre marco de 2021 e maio
de 2022 devido ao fendbmeno La Nifa, ficando 27% abaixo da média historica de
chuvas (FUNDECITRUS, 2022). Além disso, geadas atipicas de alta intensidade
inibiram o crescimento das laranjas e contribuiram para o aumento da queda
prematura de frutos, reduzindo a quantidade de laranjas colhidas e configurando o
segundo ano consecutivo de redugéo na safra. A regido do municipio de S&o José do
Rio Preto, situada no noroeste do cinturdo citricola, também foi impactada,
apresentando indices de chuva abaixo da normal climatolégica (1981-2020)
(FUNDECITRUS, 2022).

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa observou um fendmeno intrigante
em um talhdo de laranjeiras da variedade Valéncia enxertadas em citrumelo ‘Swingle’
no municipio de Onda Verde/SP, situado na regido de Sao José do Rio Preto.
Enquanto a maioria das plantas apresentava sintomas severos de estresse hidrico,
uma minoria exibia sintomas moderados (Figura 1). Todas as plantas estavam
enxertadas no mesmo porta-enxerto, possuiam a mesma idade e eram conduzidas
sob as mesmas condigdes de manejo, o que levantou o questionamento sobre a
possibilidade de que a variagdo na severidade do estresse hidrico estivesse
relacionada a composicdo da comunidade microbiana da rizosfera.

Evidéncias crescentes na literatura indicam o papel das bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCPs) na atenuacgao dos efeitos causados por estresses
abidticos, como o déficit hidrico. Esses microrganismos benéficos exercem multiplas
fungdes na promogdo do desenvolvimento vegetal, incluindo a solubilizagdo de
nutrientes (como foésforo e potassio), a fixagao bioldgica de nitrogénio e a produgéo
de fitormbnios, como auxinas, citocininas e giberelinas. Além disso, muitas BPCPs
expressam a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, que
reduz os niveis de etileno, horménio relacionado a resposta ao estresse, favorecendo
o crescimento radicular e aumentando a capacidade de absorg¢ao de agua e nutrientes
pelas plantas (GLICK, 2014; VURUKONDA et al., 2016; NGUMBI e KLOEPPER,
2016; FADIJI e BABALOLA, 2020; NADEEM et al., 2014). Essas interagdes

simbidticas também sdo capazes de modular respostas fisiolégicas das plantas,



induzindo mecanismos de resisténcia sistémica que as tornam mais resilientes frente
a condi¢cbes adversas, como a restrigao hidrica.

Diante desse cenario, a hipotese do presente trabalho € que plantas com menor
severidade aparente de deficiéncia hidrica apresentam uma microbiota rizosférica
diferenciada, enriquecida em BPCPs, o que pode contribuir para uma maior tolerancia
ao déficit hidrico. Para testar essa hipotese, foram coletadas amostras da rizosfera de
dois grupos contrastantes de plantas: um composto por individuos com estresse
hidrico acentuado e outro por plantas com sintomas moderados. Adicionalmente,
analises com marcadores moleculares confirmaram que as plantas menos afetadas
possuiam identidade genética compativel com citrumelo ‘Swingle’, descartando a
possibilidade de que as diferengas fenotipicas observadas fossem resultado de
variagcbes genéticas do porta-enxerto. Além de permitir a caracterizagdo da
comunidade microbiana associada a essas condi¢gdes contrastantes, os resultados
deste estudo poderdo futuramente subsidiar o desenvolvimento de comunidades
sintéticas aplicaveis ndo apenas ao cultivo de laranja-doce, mas também a outras
culturas sujeitas a restricbes hidricas. Ressalta-se que o estudo da microbiota da
rizosfera de plantas citricas, com foco na formulacdo de bioprodutos, ainda € uma
area pouco explorada, mas com grande potencial de aplicagéo, especialmente frente

a crescente demanda por solugdes sustentaveis na agricultura.

Figura 1. A esquerda uma laranjeira com deficiéncia hidrica moderada e a direita
laranjeira com deficiéncia acentuada, ambas crescendo no Noroeste paulista sob as
mesmas condicdes de cultivo.



2. OBJETIVOS

Geral

Isolar e comparar populagdes de rizobactérias em plantas de Citrus sinensis da

variedade Valéncia enxertadas no porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’, cultivadas a

campo e com respostas contrastantes a escassez hidrica, a fim de selecionar

rizobactérias com potencial benéfico ao hospedeiro.

Especificos

Estabelecer uma colecao de bactérias cultivaveis representativa da microbiota
presente na rizosfera de plantas de citros adultas com diferentes niveis de
deficiéncia hidrica;

Identificar e caracterizar os isolados da colecao de rizobactérias obtidas por
meio de sequenciamento parcial do gene 16S rRNA,;

Caracterizar a comunidade bacteriana de amostras de solo coletadas de
plantas com diferentes niveis de deficiéncia hidrica nos periodos de seca e
chuva por meio de sequenciamento parcial do gene 16S rRNA;

Testar, sob condicdes in vitro, os isolados selecionados para as caracteristicas
de solubilizagdo de fosfatos, producdo de sideroforos, producédo de biofilme,
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase e producdo de acido
indolacético;

Avaliar sob condi¢gbes in vivo a influéncia das rizobactérias isoladas na

germinagao e desenvolvimento de plantulas de citrumelo ‘Swingle’;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. A citricultura brasileira no contexto de deficiéncia hidrica

O Brasil domina o mercado global de suco de laranja, respondendo por mais de
80% das exportagbes mundiais e cerca de 30% da producao total da fruta (FAOSTAT,
2024). A maior parte da produgéo nacional de laranja, cerca de 79%, concentra-se no
cinturdo citricola, que abrange o estado de Sdo Paulo e a regido do
Tridngulo/Sudoeste Mineiro (FUNDECITRUS, 2022). O cultivo de citros é realizado
através de enxertia, onde o porta-enxerto desempenha um papel fundamental na
sustentagao da planta, na absor¢ao de agua, nutrientes, produgao de horménios e na
interacdo com o solo, afetando diretamente a fisiologia da cultura. Enquanto as copas
sao escolhidas com base na qualidade e produtividade dos frutos, os porta-enxertos
sdo selecionados principalmente pela resisténcia e eficiéncia do sistema radicular
(COHEN e NAOR, 2002). A capacidade de retencao hidrica e a resisténcia a estresses
bidticos e abidticos variam de acordo com o porta-enxerto utilizado (SYVERTSEN e
LEVY, 2005). O citrumelo ‘Swingle’ possui resisténcia moderada a seca (Pompeu Jr
et al., 2004). Plantas enxertadas em citrumelo ‘Swingle’ sdo produtivas em solos
arenosos ou argilosos, ndo tém bom desempenho em solos com pH elevado ou mal
drenados, e sdo moderadamente resistentes a seca e a geada (WUTSCHER, 1990).
Atualmente, o cultivo comercial de citros enfrenta diversos desafios no campo,
especialmente no que se refere ao fornecimento adequado de nutrientes na rizosfera
e influéncia de estresses bioticos e abidticos (SRIVASTAVA et al., 2022). Alguns dos
fatores abidticos mais prejudiciais a producao de citros incluem variagdoes extremas
de temperatura, seca, alagamento e salinidade. A safra de 2021/22 enfrentou
condi¢bes climaticas totalmente atipicas, com a pior seca de quase um século e
geadas de alta intensidade (FUNDECITRUS, 2021). Os pomares que mais sofreram
com a seca foram aqueles cultivados em regides mais criticas, sem irrigagao,
adensados e com laranjeiras enxertadas em citrumelo ‘Swingle’ (FUNDECITRUS,
2021). De acordo com a estimativa de safra realizada no cinturao citricola em 2024, a
produgao de laranja vem sofrendo redugao gradual. Entre 1994/95 e 2003/04, a média
de colheita foi de 351 milhdes de caixas, diminuindo para 337 milhdes na década
seguinte (2004/05 a 2013/14) e chegando a 308 milhdes na década mais recente
(2014/15 a 2023/24). A reducdo continua na produgdo é, em grande parte,

consequéncia das condicdes climaticas que se tornam cada vez mais adversas para



o cultivo da laranja (FUNDECITRUS, 2024). Isso destaca a necessidade urgente de
estratégias inovadoras para mitigar o estresse das plantas e aumentar a resiliéncia
das culturas (LIMA, et al., 2024).

Uma estratégia viavel para reduzir esses impactos € a aplicagdo de inoculantes
microbianos contendo bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP)
(ARMANHI, et al, 2021). O uso de BPCPs rizosféricas na formulagdo de
biofertilizantes pode aumentar a disponibilidade de nutrientes no solo e proteger as
plantas de danos em condicdes de estresse hidrico, proporcionando melhora

consideravel na eficiéncia de utilizacdo da agua (CANDIDO et al., 2013).

3.2. Rizobactérias promotoras de crescimento em plantas

A rizosfera pode ser definida como a zona do solo que circunda e € influenciada
pelas raizes das plantas, sendo habitada por um numero expressivo de
microrganismos e invertebrados, podendo ser considerada um dos nichos mais
dindmicos da terra (PHILIPPOT et al., 2013). A comunidade microbiana residente
neste nicho é estruturada de forma diferente daquela encontrada no solo nao
rizosférico, uma vez que esta sofre influéncia direta das raizes (ANDREOTTI et al,,
2014). As plantas evoluiram para permitir que a rizosfera fosse atrativa aos
microrganismos que influenciam o desenvolvimento das plantas (MENDES et al.,
2011).

Dessa forma, as condi¢des locais encontradas na rizosfera sdo consideradas
ambientes 6timos para a replicagdo de organismos que apresentam caracteristicas
relacionadas ao crescimento das plantas, assim como fixagdo de nitrogénio,
solubilizacao de fésforo e inibicdo do crescimento de patdégenos (ANDREOTTI et al.,
2014; TSOLAKIDOU, et al., 2019). Os exsudatos liberados pelas raizes sao ricos em
carboidratos e aminoacidos e servem como fonte nutritiva para diversos
microrganismos como bactérias, fungos, oomicetos e Archaea (YARYURA et al,,
2008; PHILIPPOT, et al., 2013), sendo as bactérias, os microrganismos que possuem
maior abundancia na rizosfera, ocupando aproximadamente cerca de 7 a 15% da
superficie total das raizes (GRAY e SMITH, 2005).

As bactérias classificadas como promotoras de crescimento em plantas (BPCPs),
produzem substancias que favorecem o desenvolvimento das plantas (CAMELE et al.,

2019). As BPCPs sao capazes de sintetizar fitorménios, regular genes responsivos



ao estresse, aumentar a resisténcia a estresses bidticos e/ou abidticos, alterar a
morfologia radicular, fixar nitrogénio, solubilizar fésforo e produzir sideréforos
(MIRANSARI, 2014; VANDENKOORNHUYSE et al., 2015; CHUKWUNEME et al.,
2020). Também séo capazes de induzir resisténcia sistémica contra os fitopatoégenos
através da secrecdo de substancias e proteger a planta hospedeira (GUPTA et al.,
2015; KHANDELVAL, et al., 2021). De maneira geral, esses microrganismos
desempenham um papel fundamental no ecossistema das plantas, atuando como
biofertilizantes que estimulam o crescimento e o desenvolvimento vegetal. Além disso,
podem contribuem para a resisténcia das plantas a estresses abibticos, como por
exemplo a seca. Dessa forma, além de seu papel na nutricdo e protegcao das plantas,
os PGPRs também desempenham fung¢des essenciais na adaptagcao ao estresse
hidrico, regulando processos fisioldgicos que favorecem a sobrevivéncia em

condi¢des de baixa disponibilidade de agua.

3.2. BPCPs e tolerancia ao estresse hidrico

Em plantas sob condigdes de déficit hidrico ocorre o acumulo de acido abscisico
(ABA) e etileno nas raizes resultando em efeitos inibidores no desenvolvimento e
crescimento. Esses fitormbnios atuam no retardo do crescimento, diminuigdo da
abertura estomatica e diminuicdo da taxa fotossintética, como uma alternativa para
reduzir a perda de agua através da transpiragdo. Porém tais mudangas acarretam a
produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem promover danos ao
DNA e nas membranas celulares. (TAIZ et al., 2017). BPCPs podem desempenhar
um papel significativo na mitigagdo desses danos, por meio da indugéo de alteragdes
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas que sédo favoraveis ao aumento de toleréncia
ao déficit hidrico (SARAVANAKUMAR et al., 2011; WANG et al., 2014). Tais
alteracbes podem estar relacionadas a produgao de fitohorménios, producdo de
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, reducao do nivel de etileno nas
raizes, resisténcia sistémica induzida e produgéo de exopolissacarideos (DIMKPA et
al., 2009; VURUKONDA et al., 2016).

De acordo com Bresson, et al. (2013), plantas inoculadas com BPCPs tendem a
ser mais tolerantes ao déficit hidrico, uma vez que as rizobactérias estimulam a
regulacdo estomatica para manter altos niveis do potencial hidrico nas folhas,

induzindo alteracdes coordenadas na transpiracdo, conteudo de acido abscisico



(ABA) e fotossintese, resultando em maior eficiéncia do uso da dgua em plantas
submetidas ao déficit hidrico. Castro, et al. (2018) relatou que rizobactérias atenuaram
os danos do déficit hidrico em mudas de agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) por alivio
do estresse oxidativo e manutengcao do desempenho fotossintético. Em videira foram
observadas reducdes de até 10% na taxa de perda de agua quando inoculadas com
Bacillus licheniformis e Pseudomonas fluorescens (SALOMON et al., 2014).
Beneficios semelhantes aos citados para as espécies anuais tém sido evidenciados
Creus, et al. (2004) observaram que em trigo a presenca de bactérias do género
Azospirillum acarretaram a manutengao da pressao de turgor celular e ajuste na
pressao osmotica sob condigdes de estresse hidrico, assim como atuou positivamente
a absorgao de nutrientes como o K, Mg e Ca.

Dentre os efeitos benéficos das BPCPs frente ao estresse hidrico, destaca-se
a produgdo de exopolissacarideos (EPS) e da enzima aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase. (KAUSHAL e WANI, 2016; KUMAR e VERMA, 2018).
Os EPS secretados por algumas bactérias, juntamente com &acidos nucleicos e
proteinas, compdéem a estrutura conhecida como biofime (FLEMMING e
WINGENDER, 2010). A presenga de EPS desempenha um papel crucial frente a
estresse hidrico, garantindo um microambiente hidratado e podendo aumentar
significativamente o volume de poros e a agregacdo do solo da rizosfera,
possibilitando maior tolerancia ao estresse hidrico em razido da melhoria das
condi¢gdes do solo (DONOT et al., 2012; VURUKONDA et al., 2016; PORTO et al.,
2022).

Ja a enzima ACC deaminase, atua na degradacdo de ACC em amonia e a-
cetobutirato. Como ACC ¢é sabidamente um precursor imediato do etileno, na
presencga desta enzima ocorre redug¢ao dos niveis de etileno nas plantas acarretando
um maior crescimento vegetal (GLICK, 2014; PORTO, et al, 2022). Dessa forma, as
BPCPs capazes de produzir ACC deaminase podem promover maior crescimento das
raizes, melhorando a captacdao de agua. Os principais géneros de bactérias
envolvidos na mitigacao do estresse hidrico em diferentes culturas sao Azospirillum,
Phyllobacterium,  Achromobacter, = Variovorax, @ Pseudomonas, Enterobacter,
Azospirillium e Bacillus (AHLUWALIA et al., 2020).

O déficit hidrico tem significativo impacto (direto e indireto) nos setores ecoldgico,
agricola e econdmico (CHIANG, et al., 2021). Avaliagdes de predi¢des da ocorréncia

de déficit hidrico realizadas por Ndehedehe et al. (2023), a nivel global, indicam que



a expansao continua de areas afetadas pode persistir além de 2030. Além disso, as
projecbes climaticas futuras sugerem aumento tanto na frequéncia como na
severidade da seca nas Américas. No ambito nacional, as proje¢des futuras
relacionadas as mudancgas climaticas apontam para expansao das areas semiaridas
e subumidas em todo o territorio brasileiro, com estimativa de uma a reducéo de -2 a
-3% na precipitagcao da regido Sudeste até o final do século (MORAES, 2021). Nesse
contexto, a promessa do impacto positivo das rizobactérias promotoras de
crescimento na mitigacdo da seca merece atencdo, visando sua disponibilizagao
comercial para agricultores em todo o mundo (AHLUWALIA et al., 2020). Explorar o
potencial do microbioma vegetal, surge como uma estratégia viavel para fortalecer a
resiliéncia das plantas a seca na agricultura sustentavel, oferecendo uma alternativa
de baixo custo e ambientalmente responsavel (ALl et al., 2022).

Dentro do contexto de utilizar bactérias promotoras de crescimento para mitigar
estresses e reduzir prejuizos, tem-se utilizado ndo somente microrganismos isolados,
mas também consorcios microbianos. A utilizagdo de consércios microbianos pode
fornecer uma solugédo de longo prazo ndo apenas contra estresses abioticos e
abidticos, mas também podem garantir estabilidade futura da produgéo (ALI, et al.,
2022). De acordo com Martins, et al (2023), o numero de microrganismos presentes
em uma SynCom pode variar de 2 a 23, sendo que mais da metade dos estudos
utilizaram entre 2 e 5. Isolados pertencentes ao género Bacillus e Pseudomonas sao
os mais utilizados. Convencionalmente, a selegdo de microrganismos para a saude
das plantas segue a abordagem de triagem in vitro, visando a selegdo de taxons
microbianos bem conhecidos para o controle de um patégeno, ou visando melhorar
algumas caracteristicas fenotipicas das plantas, como crescimento da planta, fixagcéo
de nitrogénio e produgéao de fitohormdnios (DE SOUZA et al., 2020; GLICK, 2012).



4. MATERIAL E METODOS

Na figura 2, esta apresentado o fluxo de trabalho esquematizando a metodologia

que foi realizada durante o presente trabalho.
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Figura 2. Fluxo de trabalho esquematizando a metodologia utilizada neste estudo,
abrangendo todas as etapas realizadas durante o experimento.

4.1. Area de estudo e coleta das amostras

A amostragem foi realizada em plantas localizadas em um mesmo talhdo em
uma fazenda no noroeste paulista (-20°34 '28.24"S e - 49°15' 31.75"W). O pomar
caracteriza-se por cultivo intensivo nao irrigado de variedade Valéncia enxertado em
porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’ com 12 anos de idade. O solo do local de
amostragem é caracterizado como PV3 - 43 Argissolo Vermelho Amarelo Eutréfico, A
moderado, de textura média ou média argilosa (EMBRAPA, 2013). As coletas
ocorreram em dois periodos no ano, representando periodos de baixa (seca) e alta
precipitacao (chuva). Foram selecionadas dez plantas, sendo cinco com fenétipos de
severo déficit hidrico e queda acentuada de folhas e frutos, e cinco com sintomas
moderados de estresse (Figura 1). Todas as plantas ndo apresentavam sintomas
aparentes de qualquer outro estresse bidtico. Raizes de aproximadamente 1 a 5 mm

de didmetro foram coletadas entre 5 e 15 cm de profundidade. O solo presente na
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superficie das raizes foi removido agitando-se as raizes, as quais foram imersas em
tampao PBS (phosphate-buffered saline) em sacos plasticos e transportadas ao
laboratorio em caixa de isopor e posteriormente submetidas a refrigeracdo até o
isolamento. Amostras de solos rizosférico também foram utilizadas para acessar a
comunidade metagenémica através do sequenciamento do DNA total. Ainda, na
mesma profundidade de coleta das raizes, amostras de solo também foram coletadas

e enviadas para analise quimica.

4.2. Extracao de DNA e sequenciamento

4.2.1. Solo rizosférico

O DNA total dos solos coletados no sistema radicular das plantas amostradas
foram extraidos usando o kit FastDNA spim kit for Soil (MPbio), seguindo as
recomendacgdes do fabricante e enviados para sequenciamento NGS usando a
plataforma Illumina NovaSeq x 250pb PE. Um total de 20 amostras (5 para cada
condigao) foram sequenciadas para a regido V4-V5 do gene 16S rRNA (515F
5GTGCCAGCMGCCGCGGTAA3 e 907R 5CCGTCAATTCCTTTGAGTTTY') para

sequenciamento de bactérias na empresa Novogene (http://www.novogene.com/).

O resultado do sequenciamento foi processado seguindo a metodologia de
Lima, et al (2024), utilizando o ambiente R (version 4.0) utilizando o pacote DADA2
(versao 1.18.). O parametro erro esperado (maxEE = 2) foi usado para remover reads
de baixa qualidade. Um modelo de erro foi utilizado para realizar a inferéncia das
Amplicon sequence variant (ASV) (Callahan et al., 2017). As reads forward e reverse
foram alinhados e as quimeras removidas. O banco de dados Silva versdo 138
(http://www.arb-silva.de) foi utilizado para afiliar taxonomia.

Para visualizar a dissimilaridade entre as amostras utilizou-se uma ordenacgao
multidimensional ndo paramétrica (NMDS), baseado na matriz de dissimilaridade
Bray-Curtis, a nivel de ASV. Para verificar a separagao dos grupos no NMDS, a
Permutational Multivariate Analysis of Variance (PERMANOVA) foi realizada. Para
mensurar da diversidade amostral, o indice de Shannon foi calculado. As diferencas
da abundancia das ASV entre as amostras foram testadas usando Kruskal-Wallis e o
p-valor ajustado por FDR. Todas as analises estatisticas foram realizadas no R
(version 4.0) (R core team, 2021) com o suporte dos pacotes Vegan (OKSANEN et
al.,, 2013), McToolsR e Phyloseq (MCMURDIE et al., 2013). A anadlise de
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biomarcadores diferenciais foi realizada por meio do método LEfSe (Linear

Discriminant Analysis Effect Size), utilizando dados de abundancia absoluta a nivel de

género. A analise foi conduzida na plataforma Galaxy (http://mbac.gmu.edu:8080/),
considerando uma prevaléncia minima de 10 amostras e um limiar de detecgao de
10%.

4.2.2. Isolados bacterianos

Para extracao do DNA total dos isolados foram selecionados aleatoriamente
200 isolados de cada fenétipo e de cada coleta, totalizando 800 isolados dispostos em
8 placas de 96 pocos. A extracdo foi realizada com o kit de extracdo de Wizard
Genomic DNA Kit (Promega Corporation) de acordo com o protocolo de instrugdes do
fabricante e armazenado em placas de 96 pocos a —20 °C. A partir do DNA obtido, a
identificacdo dos isolados foi realizada seguindo a metodologia de PCR multiplex
descrita por Armanhi et al. (2018). A amplificagcao da regiao V4-V5 do gene 16S rRNA
dos isolados bacterianos foi estabelecida utilizando-se duas etapas de amplificagao.
Na primeira etapa os iniciadores 515Y —GTGYCAGCMGCCGCGGTAA e 926r —
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT foram usados onde nos iniciadores reverso (926r)
estdo os codigos (barcodes) para identificagdo de placas. Oito diferentes primers
foram utilizados para identificar as placas e as sequéncias dos primers utilizados estao
apresentadas na tabela S1 do apéndice. As amplificacbes foram estabelecidas
utilizando-se a enzima GoTaq G2 DNA Polymerase (Promega Corp.) para um volume
final de 20 pL contendo 10 uM dos iniciadores, 10mM de cada dNTP e 4uL do DNA.
As amplificagdes foram realizadas numa ciclagem de 20X (95 °C, 55 °C e 72 °C - 30
segs. em cada etapa) precedida por desnaturagao inicial a 95 °C (5 min).

Os produtos da PCR da primeira etapa foram agrupados e purificados usando-
se o sistema ExoSap PCR Cleanup (Thermo Fischer Scientific). Na segunda etapa de
amplificacao utilizou-se iniciadores forward e reverse Nextera XT DNA Library Prep
Kit (FC-120-1012; lllumina, San Diego, CA, USA), os iniciadores forward (i5 -
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACA) possuem 8 diferentes barcodes,
compostos por 8 pares de bases, para identificagdo das linhas (Tabela S2) e os
iniciadores reverso (i7 - CAAGCAGAAGACGGCATACGAGA) possuem 12 barcodes,
compostos por 8 pares de base, para as colunas (Tabela S3), completando a

identificacdo para uma placa de 96 pogos (Armanhi et al., 2016). As amplificagcdes
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foram padronizadas usando-se a enzima VeriFi Hot Start Polimerase (PCR
Biosystems, UK) para um volume final de 20 uL contendo 10 uM dos iniciadores,
10mM de cada ANTP e 3uL do DNA purificado. Utilizou-se ciclagens com 30X (95 °C
- 15 seg., 58 °C - 30 segs. e 72 °C - 45 segs.) precedida por desnaturagao inicial a 95
°C (12 min) e extenséo final a 72 °C - 45 segs.

Ao final do todo o processo de amplificagdo, os produtos da PCR foram
agrupados em um unico tubo tipo eppendorf, purificados para eliminagao de residuos
das reagdes, quantificado e enviado para sequenciamento na plataforma lllumina
MiSeq paired-end 250x250pb. O resultado do sequenciamento foi processado
utilizando o ambiente R (version 4.0) utilizando o pacote DADA2 (versédo 1.18). O
parametro erro esperado (maxEE = 2) foi usado para remover reads de baixa
qualidade. Um modelo de erro foi utilizado para realizar a inferéncia das Amplicon
sequence variant (ASV) (Callahan et al., 2017). As reads forward e reverse foram
alinhados e as quimeras removidas e o banco de dados Silva versdo 138

(http://www.arb-silva.de) foi utilizado para afiliar taxonomia.

4.3. Estabelecimento da comunidade bacteriana isolada da rizosfera de

plantas de citros

O isolamento da comunidade microbiana foi realizado seguindo a mesma
estratégia usada por Armanhi et al. (2016 e 2018) com modificagdes propostas por
Lima, et al (2024). Em condigbes assépticas, as amostras foram adicionadas em
erlenmeyer contendo solugao de PBS suplementado com 0,05% de Tween 20 e
permaneceram sob agitacdo por 90 min a 150 rpm. Em seguida foi retirada uma
aliquota de 40 mL de cada amostra e as solugdes foram centrifugadas a 200 rpm por
20 min. Apos a centrifugacéo as amostras foram diluidas serialmente em tampao PBS
e plagueadas em quatro diferentes meios de cultura: 1. PSM - Pseudomonas syringae
medium (15 g de sacarose, 3,5 g de peptona, 0,38 g de fosfato de potassio dibasico
(K2HPOs4), 0,1 g de sulfato de magnésio (MgSOa4), 15 g de agar, H20 qg.s.p. 1L); 2.
TWYE - tap water yeast extract (0,259 de extrato de levedura, 0,5 g de fosfato de
potassio dibasico (K2HPO4), 15 g de agar e H20 q.s.p. 1L); 3. R2A - Reasoner’s 2A
agar (0,5g de proteose peptone, 0,5 g de casaminoacidos, 0,5 g de extrato de
levedura, 0,5 g de glicose, 0,5 g de amido soluvel, 0,3 g de fosfato de potassio dibasico
(K2HPO4), 0,024 g de sulfato de magnésio (MgSOu4), 0,3 g de piruvato de sédio
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(CsH3NaOs3), 15 g de agar e H20 q.s.p. 1L); 4. TSA (Trypticase Soy Agar) (159 triptona,
5g peptona de soja, 5g NaCl, 15 g agar, H20 qg.s.p. 1 L). Apds o plaqueamento, os
isolados foram selecionados considerando-se aspectos morfolégicos das colénias,
transferindo-os para placas de 96 pogos contendo LB liquido e mantidos sob agitagéo
por 2 dias a 28 °C. As culturas microbianas crescidas foram armazenadas a - 80 °C
em meio LB (Luria-Bertani) liquido suplementado com glicerol 50% 1:1 (v/v) como

criopreservante.

4.4. Caracterizagao in vitro para selegcao de isolados com caracteristicas

promotoras de crescimento

Com base na taxonomia obtida nas etapas realizadas no item 4.3.1, isolados
pertencentes aos géneros que se encontravam representados por uma unica ASV,
foram selecionados, totalizando 40 isolados. Para inicio da caracterizacao, os isolados
foram recuperados da cultura permanente em meio LB e incubados a 28 °C por 24h.
Apds o crescimento, os inéculos foram plaqueados em meio LB para verificar se
estavam de fato isolados, ou seja, se apresentavam colénias de morfologia unica.
Apos esse processo, um novo inéculo foi realizado e preservado com glicerol 50% no
freezer -80 para conducgao dos testes. Para a realizagdo dos ensaios in vitro, 200 L
da cultura permanente de cada isolado foi recuperada em 2 mL de meio LB e incubada
a 30°C e 160 rpm por aproximadamente 24 horas. Apos este periodo, a densidade
optica foi padronizada para ODsoonm= 0,5. O pré - inoculo preparado foi utilizado para
realizacdo das metodologias descritas do item 4.4.1 a 4.4.7. Os géneros nos quais
seus representantes apresentaram melhores resultados, foram posteriormente
selecionados. Todos os isolados pertencentes a estes géneros foram submetidos aos
mesmos testes, totalizando mais 40 isolados. Portanto, no final, foram caracterizados

in vitro um total de 80 isolados.

4.4.1. Solubilizagao de fésforo

Para a selegao de linhagens solubilizadoras de fosfato a metodologia de Freitas
et al. (1997) foi utilizada, utilizando caldo BD (Caldo de Batata-Dextrose, Kasvi®).
Apds a autoclavagem, o meio BD deve ser resfriado e as solugdes de K2HPO4 10%

(50 mL/L) e CaCl2 10% (10 mL/L) sédo adicionadas. As solugbes nao podem ser
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autoclavadas e devem ser esterilizadas separadamente por filtragdo em membrana
de 0,22 pym. Quando K2HPO4 e CaClz2 entram em contato ocorre a formacgédo de
Cas3(POa4):2 (fonte de fosforo insoluvel) tornando o meio turvo. Em placas de Petri de 6
cm de diametro, foram pipetados 3 spots de 10 pyL cada. As placas foram incubadas
por 48 horas a 30 °C. Se apds o crescimento das coldnias houver formacéo de halo
translucido, o isolado é considerado capaz de solubilizar a fonte de fosfato presente
no meio. A capacidade de solubilizagao foi quantificada através da razao do diametro
do halo pelo diametro da col6nia e para cada isolado foi utilizada a média dos 3 spots.

Os halos e colbnias foram medidos através do software /ImagedJ (version 1.8.0).

4.4.2. Producgao de sideréforos

Para esse teste, o meio de cultura CAS agar, proposto por Schwyn and
Neilands (1987) foi utilizado. Para preparo do meio, inicialmente, 20 g de LB broth
(Sigma) e 30,24 g de PIPES foram adicionados em 890 mL de agua. O pH foi ajustado
para 6,8 com pastilhas de NaOH.z. Separadamente, as seguintes solugbes foram
preparadas: 1) Solugéo férrica (0,027 g de FeCl* 6H20 e 30 uL de HCl em 10 mL de
agua destilada); 2) Solugdo CAS (60,5 mg de azul de cromoazurol em 50 mL de agua
destilada) e 3) Solugdo CTAB (72,88 mg de CTAB em 40 mL de agua destilada). Apos
o preparo, a solugdo de CTAB foi lentamente adicionada a solugdo CAS juntamente
com 10 mL da solugao férrica. Quando a solucgéo férrica é adicionada, a solugdo CAS
sofre alteragdo da cor laranja para azul. Os 110 mL totais foram filtrados no fluxo
laminar em membrana de 0,45 nm e adicionados ao meio LB com PIPES previamente
autoclavado e resfriado.

Para realizacdo do ensaio, 10 puL do inéculo previamente preparado foi
plagueado em triplicata em placas de 6 cm de didmetro. As placas foram incubadas
por 72 horas a 30°C. Passado esse periodo, as colénias que apresentarem um halo
cor de laranja ao seu redor serdo consideradas produtoras de sideroforos. A
capacidade de producdo de sideroforos foi quantificada da mesma forma que a

solubilizacao de fosfato.
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4.4.3. Producio de Acido-indol-acético (AlA)

Inicialmente uma solugao estoque de triptofano a 50 mM (10,2g/L) foi preparada
e 100 mL dessa solugdo foi adicionada em 900 mL de meio BD (Caldo de Batata-
Dextrose, Kasvi®) para obter concentracdo final de 5SmM. Em tubos falcon de 15mL
foram adicionados 2 mL de BD + triptofano 5mM e 200 uL do in6culo previamente
preparado. Os tubos foram incubados a 30°C em agitagédo a 160 rpm por 48 horas.
Passado esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos.
Segundo a metodologia adaptada de Bric et al. (1991) 150 uL do sobrenadante foi
transferido para placas de 96 pocos de fundo chato. O mesmo volume do reagente de
Salkowski (3,5 mL de HCL; 1,35 g de FeCl.6H20; completar volume para 10 mL com
agua destilada) foi adicionado e a placa foi mantida por 30 min em temperatura
ambiente sob protecdo da luz. Apds esse periodo a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro a 540 nm foi realizada.

Para quantificagcdo da producdo de AIA uma curva padrdo foi realizada e
através da equacao de regresséo linear obtida das concentragdes de AlA sintético
(Sigma) iguais a 0, 50, 150, 250, 350 ,450 pg/mL e interpolados com as respectivas
absorbancias a 540 nm. O reagente apresenta coloragao amarelada e em contato com
a AlA sofre alteragao de cor para rosa/vermelho, portanto caso haja alteragao de

coloracao o isolado é considerado produtor de AlA.

4.4.4. Fixagao de nitrogénio

A metodologia proposta por Dobereiner, et al (1995) foi utilizada. Inicialmente,
o meio de cultura NFb foi preparado adicionando 5 g/L de acido malico; 0,5 g/L de
K2oHPOg4; 0,2 g/L de MgSOg4; 0,1 g/L de NaCl; 0,02 g/L de CaClz2:2H20; 2 mL/L de
solugéo de micronutrientes (0,04 g/L de CuSO4-5H20, 0,12 g/L de ZnS0O4-7H20, 1,40
g/L de H3BOs, 1,0 g/L de Naz2MoO4-2H20 e 1,175 g/L de MnS0O4.H20) e 4,5 g/L de
KOH. Devido ao alto valor de pH, os componentes devem ser adicionados na ordem
acima para evitar a precipitacdo de Fe e outros sais e o pH ajustado para 6,5. Apos o
preparo adiciona-se 1,8 g de agar para que o meio se apresente de forma semissélida
e posteriormente é autoclavado. Depois de autoclavado, adicionou-se ao meio de
cultura, 2 mL/L de solugao de azul de bromotimol (5 g/L de azul de bromotimol em
KOH 0,2 N); 4 mL/L de solugao de acido Fe-etilendiaminotetracético (EDTA) (16,4 g/L
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Fe-EDTA); 1 mL/L de solugéo vitaminica (10 mg de biotina e 20 mg de piridoxal-HCI
em 100 mL de agua destilada), filtrados no fluxo laminar em membrana de 0,45 nm.
O meio de cultura é transferido para tubos de ensaio de 50 mL previamente
autoclavados. Em seguida, 10 uL do inéculo previamente preparado foi adicionado ao
meio e os tubos de ensaio foram mantidos a 28°C por 48 horas em BOD.

As anadlises de fixacdo de nitrogénio foram realizadas em triplicata de forma
qualitativa em meio Fbn. Uma estirpe de Sinorhizobium meliloti, sabidamente fixadora
de nitrogénio, foi utilizada como controle positivo. O meio n&o inoculado foi utilizado
como controle negativo. Os isolados que se assemelharam ao controle positivo,
apresentando névoa de crescimento e alteracdo na coloragdo do meio, foram

considerados positivos.

4.4.5. Detecgao do gene dACC

Para detectar o gene que codifica a enzima ACC deaminase, uma PCR
convencional foi realizada para detec¢gao do gene dACC com os primers acdSf3 e
acdSr3 descritos por Li, et al (2015). Como controle positivo, foi utilizada uma cepa de
Bradyrhizobium previamente conhecida como produtora da enzima. A PCR foi iniciada
com uma etapa de desnaturacdo de 4 min a 95 °C, seguida por 35 ciclos de
desnaturagao a 95 °C por 45 s, anelamento a 53 °C por 45 s e extensdo a 72 °C por
1 min, e concluida com uma extensao final a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR
foram detectados usando eletroforese em gel de agarose 1%. lIsolados com
amplificacbes cujo fragmento (banda) tém o mesmo tamanho do controle positivo

foram considerados como produtores da enzima ACC deaminase.

4.4.6. Producgao de biofilme

Para realizar a quantificacdo de producédo de biofiime, o método de cristal
violeta proposto por Djordjevic et al., 2002 foi utilizado. Inicialmente um pré-inéculo
foi realizado em 5 mL de meio de cultura LB (Tryptone Soya Broth) e incubado por 24
horas a 20°C e 180 rpm. Passado esse periodo, as culturas bacterianas foram
transferidas para 5 mL de meio LB e novamente incubados overnight a 28° C e 180
rpom até atingir DOsoo nm = 1. Posteriormente, foram adicionados 50 uL das culturas

crescidas e 150 uL de meio LB nos pocos de placas de microtitulacdo de 96 pocos.
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As placas foram ser seladas com Parafilm e incubadas por 48h a 28 °C. Apds o
crescimento, o conteudo da placa foi removido dos pogos e as placas foram lavadas
cinco vezes com agua destilada estéril para remover bactérias fracamente
associadas a parede dos pogos. Apos as lavagens, as placas foram mantidas na
bancada a temperatura ambiente até a secagem. Apos a secagem, cada pogo foi
corado com 150 uL de solugéo de cristal violeta 0,1% por 45 min. Apés a coloragéo,
as placas serao lavadas cinco vezes com agua destilada autoclavada. A analise
quantitativa da producéo de biofilme foi realizada pela adicdo de 200 pyL de etanol
95% para descolorir os pogos. 100 yL microlitros de cada pog¢o foram transferidos
para uma nova placa de microtitulagao e quantificada por fotometria em comprimento
de onda de 595 nm. O mesmo processo foi realizado com pogos contendo apenas
meio de cultura como controle negativo.

A analise dos resultados foi realizada de acordo com Xu, et al. (2016).
Inicialmente a ODc foi calculada através da média da OD do controle somada a 3
vezes o0 desvio padrdao do controle. O valor de cada amostra foi determinado da
seguinte maneira: Produgdo de biofilme = OD amostra — ODc/ ODc. A partir dos
valores obtidos a seguinte classificagao foi adotada: valores < 0 = ndo produziram
biofilme; valores > 1 = fraco produtores; valores > 2 = produtores moderados e valores

> 4 = forte produtores.

4.4.7. Teste estresse hidrico in vitro

O estresse hidrico in vitro foi induzido seguindo a hipotese proposta por
Gonzalez, et al. (2024), aumentando tanto a concentragdo de agar quanto a de
nutrientes. O meio de cultura LB foi utilizado em cinco diferentes concentragdes de
agar e nutrientes, sendo 1x (mantido como controle), 1,25 x, 1,67x, 2,5%, e 5x.
Inicialmente, um inoculo foi preparado para os 80 isolados em meio LB liquido, 180
rpm, 30°C A DO foi ajustada para 0,5 e 0,5 e 5 pL de cada isolado foi pipetado em
triplicata em cada um dos 5 meios de cultura com diferentes concentragdes. As placas
foram mantidas na BOD a 28°C durante 48h.
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4.5. Caracterizacao dos isolados in vivo

4.5.1. Teste de germinagao de sementes

Para determinar a influéncia que isolados bacterianos podem ter no potencial
maximo de germinagao de sementes de Citrumelo Swigle, o qual pode ser usado para
estimar o valor para semeadura em campo, foi realizado um teste de germinagao em
papel germitest. O teste de germinacéao foi realizado usando as regras para analise
de sementes proposto pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(MAPA) (https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-

agropecuarios/arquivos-publicacoes-insumos/2946 regras analise sementes.pdf -

acessado em 24/05/2024), com modificagdes baseando-se no protocolo proposto por
Carvalho et. al (2021). Inicialmente, as sementes foram esterilizadas por 20 min em
solugao de 5.0% (v/v) hipoclorito de sédio (Clorox Co) e 0.01% (v/v) Tween 20 (Sigma-
Aldrich) e lavadas trés vezes em agua destilada autoclavada. Depois desse processo,
as sementes foram imersas em agua autoclavada e incubadas 10° no escuro para

todas atingirem o teor de 100% de umidade.

Apés a padronizagdo da umidade, as sementes foram retiradas da agua e
imersas por 40 min no indculo dos isolados preparado previamente em meio LB e
padronizados a DOeoonm = 1. Para cada tratamento foram utilizadas 30 sementes e
passado o periodo de imersdo as sementes foram retiradas e deixadas na bancada
em temperatura ambiente para secagem. ApOs a secagem, os papéis germitests
foram umedecidos com agua destilada autoclavada 2,4 x do peso do papel em mL. As
sementes foram dispostas na forma de sanduiche nos papéis usando-se 2 embaixo e
um sobre as sementes, os quais foram enrolados, envolvidos com plastico
transparente e incubados em BOD a 27°. Apds quarenta dias da montagem do teste,
foram realizadas avaliagbes semanais durante 5 semanas, através da contagem do
numero de sementes germinadas. Na ultima avaliacdo, o indice de velocidade de
germinagao (IVG) foi calculado de acordo Brown e Mayer (1986). Ao final do
experimento, a parte aérea e raiz das plantulas foram medidas e pesadas. A partir
desses dados, a porcentagem de agua e biomassa foram calculadas. A biomassa foi
determinada através do peso seco das raizes das plantulas e a porcentagem de agua
foi calculada, sendo % de agua = (Peso fresco/Peso fresco—Peso seco) x100. Os
valores obtidos. Para comparar cada isolado com o controle, foi calculado o valor de

fold-change (logz2 da razédo do valor obtido em cada tratamento pelo controle).


https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/arquivos-publicacoes-insumos/2946_regras_analise__sementes.pdf
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/insumos-agropecuarios/arquivos-publicacoes-insumos/2946_regras_analise__sementes.pdf
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4.5.2. Testes em casa de vegetagao

Uma caracterizagdo com os primeiros 40 isolados selecionados foi realizada
em casa de vegetacao. Inicialmente sementes do porta enxerto da variedade citrumelo
‘Swingle’ foram semeadas em tubetes contento substrato de fibra de coco. Em cada
tubete foram semeadas 3 sementes. Apds aproximadamente 60 dias, quando as
plantulas atingiram tamanho de aproximadamente 5 cm o desbaste foi realizado,
deixando apenas uma plantula por tubete. Para cada um dos 40 isolados foram
realizadas 10 réplicas. Apds o desbaste, 1 mL do indculo com DOeoonm = 1 foi pipetado
em cada réplica. Passados 7 dias da inoculacéao, 5 réplicas de cada tratamento foram
retiradas para analises fenotipicas, sendo peso seco, peso fresco e altura. As outras
cinco réplicas foram mantidas em casa de vegetagdo e uma nova inoculagao foi
realizada, da mesma forma que a primeira. Apos 90 dias, as plantas restantes foram
utilizadas para uma segunda avaliagdo. Nessa avaliagao as raizes foram scanneadas
e parametros das raizes como diametro, volume, comprimento e area de superficie
foram mensurados através do software WinRhizo (Regent Instruments -

https://regent.qc.ca/assets/winrhizo software.html).



https://regent.qc.ca/assets/winrhizo_software.html
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5. RESULTADOS

5.1 Analise quimica do solo

A analise quimica do solo foi realizada para verificar a homogeneidade nos
parametros quimicos do solo das plantas coletadas com diferentes niveis de
deficiéncia hidrica. Na tabela 1 estdo apresentadas as médias das cinco plantas

coletadas para cada nivel de estresse nas duas coletas realizadas.

Tabela 1. Média dos resultados das analises quimicas do solo (n = 5) em fungéo da
coleta e nivel de deficiéncia hidrica. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si
(Tukey a 0,05).

Coleta Seca Coleta Chuva
Variavel * Deficiéncia hidrica Deficiéncia hidrica
Moderada Acentuada Moderada Acentuada
M.O. (g/dm?) 15.20 a £ 5.36 126a+1.14 18.2a+10.71 19a+5.8
pH (CaCl20,01 M) 5.94a+1.51 5.76 a+0.16 6.12a+0.26 6.2a+0.29
P (mg/dm?) 79.6 a + 38.1 75.2a+8.44 100.6 a + 23.6 122.2a+23
K (mmolc/dm?3) 2.72a+1.30 3.96 a £0.52 3.18a+0.39 3.2a+0.58
Ca (mmolc/dm®)  96.6 a +40.5 82.20a+£9.12 154.8a+111.4 211.8a 57
Mg (mmolc/dm3) 454 a+19.0 414 a+8.71 67a+453 107.2a+34.2
H + Al (mmolc/dm®) 10.4 a +0.89 10.4a+1.51 10a+0.7 9.8a+0.84
S.B. (mmolc/dm®) 144.7 a +59.8 127.5a+17.9 225a+156.3 322.2a+91
C.T.C. (mmolc/dm?® 155 a+60 138a+17.94 235a+155.7 332a+£90.7
V% 92.6a+297 924a+152 94.2a+3.27 96.8a+1.3
B (mg/dm3) 1.06 a £ 0.58 1.04 a+0.39 1.01a+0.91 0.78a+£0.25
Cu (DTPAPH7.3) 18a+3.64 14.08 b £ 0.64 20.12a+3.67 20.34 a£3.46
Fe (DTPApPH7.3) 11.8a+1.64 10.6a27 11.4a+1.52 98azx1.1
Mn (DTPApH 7.3) 8.34a+1.66 6a+0.90 12.06 a + 3.65 9.88a+1.96
Zn (DTPApPH7.3) 20.5a+8.02 12.08 b £ 1.37 26.06 a £ 13.73 29.16 a £ 7.57

* M.O. = Matéria organica, pH (CaCl;, 0,01 M) = Potencial hidrogeniénico em solugéo de cloreto
de calcio, P = Fdsforo, K = Potassio, Ca = Célcio, Mg = Magnésio, H + Al = Acidez potencial, S.B =
Troca de bases, C.T.C. = Capacidade de troca de cations, V% = Saturagao por bases, B = Boro, Cu =
Cobre, Fe = Ferro, Mn = Manganés, Zn = Zinco.

Analisando os resultados obtidos na analise, observa-se que 87,5% das
variaveis quimicas analisadas nao apresentaram diferenca significativa entre as
amostras com diferentes niveis de estresse hidrico em nenhuma das duas coletas

retratando uma homogeneidade experimental.
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5.2. Composi¢ao da comunidade

5.2.1. Comunidade do solo rizosférico

A partir do sequenciamento do DNA total extraido de amostras do solo
rizosférico, a comunidade metataxonbmica das amostras foi acessada. O
compartilhamento de géneros bacterianos entre amostras com diferentes fenétipos de
deficiéncia hidrica em cada época de coleta esta representado nos diagramas de
Venn da Figura 3. A porcentagem de géneros compartilhados entre os dois niveis de
estresse hidrico foi maior durante a estagdo chuvosa (81,7%) em comparagéo a

estagao seca (70,7%).

Epoca chuvosa

Epoca seca

26 242 64 68

Estresse hidrico Estresse hidrico Estresse hidrico
Moderado Moderado Acentuado

Figura 3. Diagramas de Venn representando os géneros bacterianos exclusivos e
compartilhados na comunidade metataxonémica da rizosféra de plantas com diferentes
fendtipos de deficiéncia hidrica (acentuado e moderado), nas épocas de coleta definidas como
estacdo seca e chuvosa.

A diversidade alfa e beta das amostras foi mensurada e esta apresentada na
figura 4. Com relacdo a diversidade alfa (Figura 4A) ndo foi observada diferenca
significativa entre as amostras coletadas na época seca, apenas entre as amostras
coletadas na época de chuva. A analise de diversidade beta, representada pela
ordenacédo NMDS (Figura 4B), demonstrou diferengas significativas na composigéao da
comunidade bacteriana do solo rizosférico entre os diferentes niveis de deficiéncia
hidrica e épocas de coleta. A analise ANOSIM indicou que o estado da planta
(estresse moderado ou severo) explicou aproximadamente 14,7% da variagdo na

estrutura das comunidades microbianas, enquanto a época de coleta teve um efeito
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ainda mais pronunciado, explicando cerca de 27,7% da variacdo. Esses resultados
indicam que, embora o nivel de estresse hidrico tenha influenciado a composicao
microbiana, a sazonalidade exerceu um papel ainda mais determinante na modulaciao

da comunidade bacteriana da rizosfera.

o o N N
o (9] o (4]
Axis2 [18.7%)

°

Shannon diversity

o,
o

bl
o

' Ads1 [20.2%)]
Estresse moderado - Coleta seca
Estresse acentuado- Coleta seca

@ Estresse moderado - Coleta chuva
Estresse acentuado- Coleta chuva

Figura 4. A. Diversidade alfa calculada através do indice de Shanonn. T student,
p<0,01(**). B. Grafico de ordenagcdo de escala multidimensional ndo métrica (NMDS)F e
analises ANOSIM da comunidade bacteriana no solo da rizosfera entre diferentes niveis de
deficiéncia hidrica (R? = 0,14748, P = 0,001) e coletas (R? = 0,27665, P = 0,001). As analises
sdo calculadas na matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis gerada a partir de dados 16S rRNA
a nivel de ASV.

A abundancia relativa das amostras foi determinada a nivel de filo (Figura 5) e
género (Figura 6). A nivel de filo, observou-se uma clara dominancia do filo
Proteobacteria em todas as amostras. Na amostragem realizada sob deficiéncia
hidrica acentuada coletada na época seca, observou-se um aumento na diversidade
de filos, com destaque para a presenca mais expressiva de Chloroflexi, Bacteroidota
e Firmicutes. Ja a nivel de género, o grafico de abundéancia relativa revela dominancia
do género Pseudomonas em praticamente todas as amostras, independentemente do
nivel de estresse hidrico ou da época de coleta. No entanto, na coleta realizada
durante a época seca em plantas sob estresse hidrico acentuado, observou-se uma
maior equitabilidade entre os diferentes géneros bacterianos. Nessa condigdo,
géneros como Bacillus, Cupriavidus, Massilia e Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia aparecem com maior proporgéao relativa.
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Figura 5. Abundancia relativa dos principais filos identificados na comunidade
bacteriana da rizosfera em cada coleta (chuva e seca) em plantas com diferentes niveis de

estresse hidrico (moderado e acentuado).
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Figura 6. Abundancia relativa dos 11 principais géneros identificados na comunidade
bacteriana da rizosfera em cada coleta (chuva e seca) em plantas com diferentes niveis de

deficiéncia hidrica (moderada e acentuada).

A analise discriminante linear (LDA) de biomarcadores diferenciais utilizando o

método LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size) esta apresentada na figura 7.

A analise foi realizada comparando-se, a nivel de género, amostras de solo rizosférico

de plantas com deficiéncia hidrica acentuada com as mostrando deficiéncia

moderada, independente da época de coleta. Observou-se um numero maior de



24

biomarcadores associados a deficiéncia hidrica acentuada (n=9) em comparagéo a
moderada, que apresentou somente o género Citrobacter.

A mesma analise foi realizada separadamente para cada época de coleta,
comparando os dois fendtipos (deficiéncia hidrica acentuada e moderada) nas
condi¢des de seca e chuva. Na analise estratificada por época de coleta, observou-se
perfis microbianos distintos entre os dois fendtipos de deficiéncia hidrica, tanto na
estacdo seca (Figura S1 — Apéndice) quanto na estacdo chuvosa (Figura S2 —
Apéndice). Nas duas épocas de coleta, o fendtipo de estresse acentuado apresentou
um numero expressivamente maior de biomarcadores diferenciais em comparacao ao
estresse moderado. Na estagdo seca, foram identificados 88 biomarcadores
associados ao grupo com estresse acentuado, enquanto 23 biomarcadores foram
detectados no grupo com estresse moderado. Dentre eles destacam-se os géneros
Massilia, Pseudoguganella, Lelliota, Cryseobacterium, Duganella e Pseudocitrobacter
com maior LDA score em plantas com fendétipo moderado; e Bacillus, Streptomyces,
Paenibacillus, Gaiella e Nocardioides no fenétipo acentuado. Ja na estagao chuvosa,
0 grupo com estresse acentuado apresentou 117 biomarcadores, ao passo que o
grupo com estresse moderado apresentou 18 biomarcadores. Destacando-se os
géneros Enterobacter, Cupriavidrius, Comamonas, Pseudoduganella, Duganella e
Citrobacter com maior LDA score em plantas com fendtipo moderado; e
Sphingomonas, Microvirga, Pseudolabrys, Predomicrobium, Gemmatimonas e

Solilubrobacter.

I Estresse hidricoacentuado [ Estresse hidrico moderado

: ‘citrobacter [N
_ Phreatobacter : .
— Falsarthrobacter
_ Candldatus:Captivus
e | Brevundimonas
I - - -
_ Ul|g|n05|baéterium
- [ /- tersiella
TS e ,
I P Candidatusllldaeobacter; :
|
-4 -3 =2 -1 0 1 2 3 4

LDA SCORE (log 10)

Figura 7. Diferenga na abundéancia de géneros bacterianos entre solos rizosférico de
plantas com fenétipo de deficiéncia hidrica acentuado (vermelho) e moderado (verde). Valores
negativos de LDA indicam géneros diferencialmente abundantes em plantas com estresse
acentuado, enquanto valores positivos representam géneros diferenciais em plantas com
estresse moderado. Foram considerados apenas os géneros com valor de escore LDA > 2,0
e prevaléncia = 10%
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5.2.2. Comunidade recuperada em laboratério

Com o isolamento foram obtidos um total de 4682 isolados. Na Figura 8 estao
apresentados exemplos das diferentes morfologias de colénias obtidas no isolamento.
Conforme descrito no item 4.3.1. da metodologia, apenas 15% da colegao foi
sequenciada. Apos o0 sequenciamento e analise taxondmica, um total de 40 géneros

diferentes foram identificados.

Figura 8. Fotos das diferentes colonias crescidas nos diferentes meios de cultura.

Conforme observado na Figura 9, as amostras de diferentes fendtipos
coletadas nas diferentes épocas do ano compartilham apenas trés géneros entre si,
sendo eles Bacillus, Pseudomonas e Stenotrophomonas. Os géneros exclusivos de

cada amostra estdo apresentados na Tabela S1 (apéndice).

O Estresse hidrico moderado — Coleta chuva
@ Estresse hidrico moderado — Coleta seca
(O Estresse hidrico acentuado— Coleta chuva
( Estresse hidrico acentuado — Coleta seca

Figura 9. Diagrama de Venn para avaliar géneros bacterianos exclusivos e
compartilhados entre plantas com diferentes niveis de estresse hidrico (acentuado e
moderado) em diferentes periodos de amostragem (seca e chuva).
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As amostras obtidas das plantas sob deficiéncia moderada coletadas na época
de chuva apresentaram maior riqueza a nivel de género. E as amostras mostrando
nivel de deficiéncia hidrica acentuada tanto na época seca quanto na chuvosa sao as
que compartilham o maior numero de géneros entre si. A partir do numero de ASVs
obtidos em cada uma das condi¢cdes (deficiéncia hidrica e épocas de coleta), a
abundéancia relativa das amostras foi determinada a nivel de género e esta
representada na figura 10. A abundéancia absoluta dos géneros estdo apresentadas
na tabela S2 (Apéndice). Bactérias do género Pseudomonas foram as mais

prevalentes em todas as condig¢des.
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. Azorhizophilus

Lysinibacillus
Methylobacterium
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75
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[ Falsochrobactrum
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. Kluyvera
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Seca ‘Chuva Seca ‘ Chuva Lelliottia
| Estresse acentuado

Sphingobium
Staphylococcus
Stenotrophomonas
Variovorax
Viridibacillus

Yokenella

Estresse moderado

Figura 10. Abundancia relativa das amostras isoladas da rizosfera de plantas com

fendtipo de estresse hidrico acentuado e moderado coletadas na época de seca e chuva.

5.3. Selecao dos isolados a serem caracterizados

Para iniciar a caracterizacao dos isolados in vitro e in vivo, foram selecionados

um representante de cada género para cada amostra. Inicialmente foram
selecionados representantes de cada género que estavam de fato isolados, ou seja,
amostras que apresentaram reads correspondentes a um unico ASV. Como um
segundo critério de selegao, foi avaliado na literatura se esses géneros ja foram
descritos como tendo o potencial de promocgao de crescimento de plantas. Depois

dessa triagem foi obtido um numero de 40 isolados pertencentes a 40 géneros. Todos
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0s géneros obtidos e selecionados estdo apresentados na tabela 2. Os demais 18
géneros nao atenderam ao primeiro critério de selegdo pois apresentaram
representantes em de dois ou mais microrganismos (diferentes ASVs), portanto
diferentes géneros foram co-isolados. A primeira caracterizagdo foi realizada com os
40 isolados pré-selecionados. Uma segunda caracterizagdo foi posteriormente
realizada elegendo-se todos os representantes (isolados) dos géneros que

apresentaram os melhores resultados e que se encontravam de forma isolada.

Tabela 2. Géneros obtidos no isolamento de amostra da rizosfera de plantas com
diferentes niveis de estresse em diferentes coletas (chuva e seca).

Periodo de coleta

Chuva Seca

Fenétipo de deficiéncia hidrica

Acentuado Moderado Acentuado Moderado
Achromobacter Acinetobacter Achromobacter * Achromobacter*
Acinetobacter Atlantibacter Allo-Neo-Para-Rhizobium * Acinetobacter*
Atlantibacter Azorhizophilus Bacillus * Atlantibacter
Bacillus * Bacillus Ensifer * Azorhizophilus
Chryseobacterium * Burkholderia Escherichia/Shigella Bacillus
Comamonas Chryseobacterium Klebsiella Chryseobacterium*
Ensifer * Citrobacter Lelliottia * Citrobacter
Klebsiella Comamonas * Lysinibacillus Comamonas
Lelliottia Escherichia/Shigella * Microbacterium * Cupriavidus
Methylobacterium * Falsochrobactrum Novosphingobium * Ensifer*
Pseudomonas* Flavobacterium * Orrella Kluyvera
Rhodococcus * Herbaspirillum Paucibacter * Kosakonia*
Siccibacter Klebsiella * Pseudomonas * Lelliottia*
Staphylococcus Pseudomonas * Siccibacter Providencia
Stenotrophomonas * Serratia * Sphingobium * Pseudocitrobacter
Variovorax * SN8 Stenotrophomonas Pseudomonas*
Viridibacillus Sphingobacterium Variovorax * Siccibacter

Stenotrophomonas Staphylococcus*

Viridibacillus Serratia*

Yokenella Stenotrophomonas*
Variovorax

* Géneros selecionados para realizacdo da caracterizagdo in vitro e in vivo. Os
géneros que apresentaram melhores resultados na primeira caracterizagdo encontram-se
sublinhados.

A nivel de género, a comunidade selecionada para ser caracterizada in vitro,

representou 8,75% da comunidade core obtida nas analises de metataxondémica.
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5.4. Caracterizagao in vitro dos isolados para caracteristicas promotoras

de crescimento

5.4.1. Quantificacao da solubilizagao de fésforo

Os resultados da avaliagdo da capacidade de solubilizagao de fosfato de calcio

pelos isolados bacterianos estdo representados na Figura 11. Apenas o isolado

Ensifer (IAC 54), oriundo da amostra com fendtipo de deficiéncia hidrica acentuada e

coletado na época seca, apresentou alto indice de solubilizagdo de fosfato. Cinco

outros isolados também oriundos de amostras com fenoétipo de deficiéncia hidrica

acentuada e coletado na época seca apresentaram indice médio de solubilizagdo:
Methylobacterium (IAC 424), Variovorax (IAC 131) e Paucibacter (IAC 434). Inclui-se

a estes o0 género Pseudomonas (IAC 98), oriundo da mesma época de coleta, porém

de plantas com fenodtipo de estresse moderado; e Bacillus (IAC 179), isolado de

amostra coletada na época de chuva de plantas mostrando estresse moderado de

deficiéncia hidrica.
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Figura 11. Grafico da quantificacdo da capacidade de solubilizagéo de fosfato tricalcio

obtido a partir da razao do didmetro do halo pelo didmetro da colbnia.
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5.4.2. Quantificagdao da producao de sideroforos

O isolado que se destacou nesse teste, apresentando maior halo de produgao

foi o IAC 106 pertencente ao género Serratia oriundo de plantas com fendtipo

moderado de deficiéncia hidrica (Figura 12).
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5.4.3. Quantificagcao da producao de AIA

Inicialmente, para quantificar a producao de AlA dos isolados foi realizada uma

curva padrao com concentragdes conhecidas de AlA sintético (Figura 13A). A partir

desta foi realizado a quantificagao do produzida pelos isolados (Figura 13A). Destaca-

se o isolado IAC 21 do género Bacillus, com producédo de AlA significativamente

superior aos demais (Figura 13B).
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Figura 13. AIA como indice de classificagdo de BPCP. A. Curva padrao para célculo
da concentracao de AIA obtida através de concentragdes conhecidas de AIA sintético e

reagente de Salkowisky. B. Grafico indicando a concentragdo de AlA (ug/mL) produzida pelos
isolados.

5.4.4. Fixagao de nitrogénio

Na figura 14 estdo apresentadas fotos dos controles negativo (C-) e positivo
(C+) e um exemplo de isolados considerados positivo (IAC 436) e negativo (IAC 520)
para fixacao de nitrogénio. A seta esta indicando a 'névoa' formada. Dos 80 isolados
testados, um total de 51 apresentaram resultado positivo. Os resultados de todos os

isolados estao apresentados na tabela 3.

(62 C+ IAC_ 520 IAC_436
“ \ .
—

Figura 14 . Testes para as caracteristicas de Fixacao biolégica de Nitrogénio. C-) Meio Fbn
nao inoculado. C+) Meio Fbn inoculado com Sinorrhizobium meliloti. IAC_520) llustracao do

aspecto visual de resultado negativo. IAC_436) llustragdo do aspecto visual de resultado
positivo.



31

5.4.5. Deteccao do gene dACC

A PCR com primers que amplificam o gene dACC foi realizada para os 80
isolados. Destes, apenas 10 amplificaram para esse gene, sendo; Achromobacter
(IAC 3 e IAC 4), Acinetobacter (IAC 8), Rhizobium (IAC 13), Ensifer (IAC 54),
Kosakonia (IAC 68 e IAC 69), Bacillus (IAC 291), Variovorax (IAC 680 e IAC 681) A
(Figura 15).

700 PB

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 1% das amostras que amplificaram para o
gene dACC (680 pb). M: marcador molecular 1kb plus. C-: Controle negativo da reacdo sem
material genético. C+: Controle positivo da reacdo com Bradyrhizobium.

5.4.6. Producao de biofilme

Dos 80 isolados testados, 73 apresentaram producao de biofilme. Os isolados
foram categorizados em forte, moderado e fraco produtores de biofilme (Figura 16),
de acordo com Xu, et al. (2016).
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Figura 16. Grafico indicando a produgéo de biofilme. Valores calculados a partir do
controle negativo. ODc = OD controle negativo + 3 * desvio padrdao do controle negativo.

Valores no eixo y séo resultado da subtragdo da OD de cada isolado pela ODc/ODc.

5.4.7. Teste de estresse hidrico in vitro

Como todos os isolados testados cresceram nos meios de cultura LB

com

concentragdes de agar e nutrientes até 2,5 x, estabeleceu-se que o crescimento na

concentracado 5X de agar foi considerado como critério de selecao. Na figura 17 esta

apresentado um exemplo dos isolados que apresentaram crescimento no meio 5x.

Todos os resultados estdo apresentados na tabela 3. Os géneros Pseudomonas,

Stenotrophomonas, Sphingobium, Achromobacter, Variovorax e Staphylococcus, se

destacaram ao serem submetidos a estresse hidrico in vitro, apresentando bom

crescimento no meio de concentragao 5x (Tabela 3). No geral, isolados oriundos das

amostras de plantas com fendtipo de estresse acentuado coletado na época seca se

destacaram nesse teste, onde 63,3% dos isolados cresceram em meio com 5x a

concentracao de agar e nutrientes (Tabela 4), indicando maior tolerancia a seca por

estas bactérias.
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Figura 17. A. Isolados crescidos em placa de meio LB 1x B. Isolados crescidos em
placa LB 5x. Retangulos brancos indicam os que apresentaram crescimento.

A somatdria dos resultados de todas as caracteristicas testadas para a selegéo das
BPCP encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Compilado de todos os resultados da caracterizacao in vitro.

Caracteristicas promotoras de crescimento

Estresse Gerais Estresse hidrico
Hidrico Coleta Id Género Fix.
de Sol. de Prod.de Prod. De | Prod. De PCR Estresse
Biofilme

Acentuado

+
IAC_40 Chryseobacterium + +
IAC_55  Ensifer + + +
IAC_80 Methylobacterium
IAC_101 Pseudomonas +
IAC_105 Rhodococcus +
+
IAC_277 Bacillus
IAC_279 Bacillus +
IAC_291 Bacillus +
IAC_524 Pseudomonas
IAC_678 Variovorax
IAC_5  Achromobacter

N  Fosfato*  AIA**  Sider.*** s ACC  hidrico
IAC_124  Stenotrophomonas
IAC_520 Pseudomonas
Seca IAC_13  Allor-Neo-Para-Rhizobium

IAC_23  Bacills . - e
Chuva  |AC 132 Variovorax +
e
IAC_521 Pseudomonas
IAC_21  Bacillus




IAC_54  Ensifer
IAC_75 Lelliottia
IAC_84  Microbacterium
IAC_91  Novosphingobium
IAC_94  Paucibacter
IAC_99 Pseudomonas
IAC_113  Sphingobium
IAC_131  Variovorax
IAC_141 Achromobacter
IAC_424 Methylobacterium
IAC_434 Paucibacter
IAC_527 Pseudomonas
IAC_528 Pseudomonas
IAC_532 Pseudomonas
IAC_534 Pseudomonas
IAC_679 Variovorax
IAC_680 Variovorax
IAC_681 Variovorax
IAC_682 Variovorax
IAC_48 Comamonas
IAC_56  Escherichia/Shigella
IAC_60 Flavobacterium
IAC_62 Klebsiella
IAC_63 Klebsiella
IAC_100 Pseudomonas
IAC_107 Serratia
IAC_178 Bacillus
IAC_179 Bacillus
IAC_375 Chryseobacterium
IAC_442 Pseudomonas
Moderado Chuva  jACc 445 Pseudomonas
IAC_446 Pseudomonas
IAC_447 Pseudomonas
IAC_448 Pseudomonas
IAC_450 Pseudomonas
IAC_451 Pseudomonas
IAC_452 Pseudomonas
IAC_453 Pseudomonas
IAC_454 Pseudomonas
IAC_455 Pseudomonas
IAC_456 Pseudomonas
IAC_457 Pseudomonas
Seca IAC_125 Stenotrophomonas




IAC_3
IAC_4
IAC_8
IAC_9
IAC_39
IAC_52
IAC_53
IAC_68
IAC_69
IAC_73
IAC_74
IAC_98
IAC_106
IAC_118
IAC_136
IAC_145
IAC_435
IAC_436
IAC_437

Achromobacter
Achromobacter
Acinetobacter
Acinetobacter
Chryseobacterium
Ensifer

Ensifer
Kosakonia
Kosakonia
Lelliottia
Lelliottia
Pseudomonas
Serratia
Staphylococcus
Achromobacter
Acinetobacter
Pseudomonas
Pseudomonas

Pseudomonas

* Indice de solubilizacdo (IS) >3 =+++;RS>2=++,I1IS>1=+;I1S<1=-,
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** Produgao de sideréforo (PS)>1=+; (PS)<1=-;
**[AIA] > 10 ug/mL = +++; [AIA] > 5 ug/mL = ++; [AIA] > 1 <5 ug/mL = +; [AIA] <1 ug/mL = -.
**** Forte (4x>0Dc) = +++; Moderado (2x>0Dc) = ++; Fraco (1x>0Dc) = +.

A partir dos resultados obtidos na caracterizacao in vitro (Tabela 3), a porcentagem de

resultados positivos foi calculada para cada um dos testes (Tabela 4).

Tabela 4.Porcentagem de isolados positivos de cada amostra para cada um dos
testes realizados in vitro

Caracteristicas promotoras de crescimento

Fenétipo
de Data de
estresse coleta Gerais Estresse hidrico
hidrico Fixde Sol.de Prod.de Prod.De Prod.De PCR Estresse
N Fosfato AlA Sider. Biofilme ACC Hidrico
Acentuado Chuva 60% 60% 6,66% 73,3% 73,3% 6,66% 33,33%
Seca 50% 59% 454% 68,2% 81,8% 22,7% 63,6%
Chuva 65,2% 26,1% 0% 34,7% 82,6% 0% 39,1%
Moderado

Seca 80%  85% 10% 70% 70% 25% 45%
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5.5. Caracterizagao in vivo

5.5.1. Teste de germinagao de sementes

O indice de velocidade de germinacéo (IVG) foi calculado para analisar o efeito
dos isolados na germinagdo de sementes. As sementes sem a adigdo de nenhum
microrganismo, mantidas como controle, apresentaram IVG de 1.313. Para comparar
cada isolado com o controle, foi calculado o valor de fold-change para cada isolado.
O fold change foi calculado através do logz da razdo do valor obtido em cada
tratamento pelo controle. Dos isolados testados, 24% apresentaram valores de fold-
change superior a 0, ou seja, apresentaram aumento do IVG. O isolado pertencente
ao género Variovorax (IAC 132) destacou-se apresentando o maior aumento (Figura
18). Dos isolados testados, 30% promoveram aumento de biomassa do sistema
radicular em comparagao a testemunha (Figura 19A), enquanto que 55% dos isolados

testados promoveram aumento da porcentagem de agua (Figura 19B).
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Figura 18. Aumento do indice de velocidade de germinacdo das sementes de
citrumelo ‘Swingle’ na presenca dos isolados. Valores expressos em Log» FoldChange.
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Figura 19. Aumento da biomassa de raiz (A) e porcentagem de agua (B) em relacao
ao controle nao inoculado. Valores expressos em Log2FoldChange.

5.5.2. Inoculacao em plantas sob casa de vegetagao

A inoculagdo em casa de vegetacéo foi realizada com os mesmos 40 isolados
utilizados no teste de germinacdo. Ao final do experimento, o volume, area de
superficie, comprimento e o numero de pontas das raizes foi mensurado e comparado
ao controle nao inoculado. As analises morfoldgicas das raizes foram realizadas com
o sistema de analise de imagem WinRhizo. Dos 40 isolados testados, 33 promoveram
aumento no volume de raiz (Figura 20A), e 15 aumentaram a area de superficie
(Figura 20B). Com relagdo ao comprimento de raiz, apenas dois isolados promoveram
aumento, sendo eles, Pseudomonas (IAC 98) e Staphylococcus (IAC 118), ambos
pertencentes a amostras de estresse moderado. O aumento de pontas de raizes foi
promovido por dois isolados, sendo eles Stenotrophomonas (IAC 124) e Variovorax

(IAC 132), pertencentes a amostras com estresse acentuado.
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6. DISCUSSAO

6.1. Unidade amostral e caracterizacao da comunidade de rizobactérias

Dentre os diversos fatores que podem estar envolvidos em respostas
diferenciais de espécies de plantas a escassez hidrica citam-se o proprio gendétipo do
hospedeiro, 0 manejo da cultura e o solo. As analises de fingerprint de DNA com
primers randémicos (CARVALHO et al.,, 2019) mostraram que o porta-enxerto de
todas as plantas coletadas apresentaram fingerprint semelhante ao do citrumelo
Swingle (dados ndo mostrados), reforgando se tratar da mesma variedade de porta-
enxerto para todas as plantas amostradas. Também, o talhdo de citros no qual as
plantas foram selecionadas esteve sob o mesmo padrao de manejo adotado na
fazenda. Finalmente, a analise quimica do solo revelou uma homogeneidade de 87.
5% entre os teores dos elementos entre as diferentes amostras (Tabela 1),
enfatizando que as variagdes fenotipicas observadas nas plantas nao estariam
relacionadas a fatores quimicos e/ou fisicos do solo. Tais fatos suportam a hipotese
da presenca de BPCP como atenuadoras da deficiéncia hidrica em algumas plantas
(Figura 1).

A ocorréncia de periodos de estresse hidrico tem mostrado alteracdes abruptas
nas alocagdes de carbono (C) nas plantas e no solo (ORAM et al., 2023). Nas plantas
a alocacédo do C no sistema radicular por meio da exsudagcédo € a maior fonte de
energia da microbiota rizosférica e alteragbes na exsudagido provavelmente tem
impacto na composigao e funcionamento da comunidade microbiana (Williams e Vries,
2020). Portanto, o maior compartilhamento de géneros bacterianos na estacéo
chuvosa entre as plantas com diferentes fenétipos de deficiéncia hidrica visto no
presente trabalho estaria associado a maior dispersao de carbono no solo em funcgéo
da lamina de agua e intensidade de exsudados radiculares (Figura 3). A prevaléncia
do filo Proteobacteria e a presenga do género Pseudomonas em todas as condigdes
de amostragem (Figuras 5 e 6) sdo comuns a rizobactérias de citros nas mais
diferentes condi¢des de cultivo (Cherni et al. 2019; Penyalver et al 2022; Srivastava
et al. 2022). O filo Proteobacteria mostrou-se susceptivel ao estresse hidrico quando
colonizando gramineas (Oram et al., 2025), em concordéncia com os resultados
obtidos no presente trabalho (Figura 5), onde observou-se uma drastica diminuigéo

da abundancia deste género nas plantas com fenétipo de estresse hidrico acentuado
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amostrada durante o periodo de seca. Por outro lado, nestas condi¢cdes, em geral
houve um aumento na frequéncia do filo Firmicutes em concordancia com Bazany, et
al (2022) que relatou o aumento na abundancia desse filo em plantas de beterraba e
milho submetidas a estresse hidrico. A nivel de género o aumento da frequéncia de
Bacillus esta em concordéancia com Kavamura et al. (2013) e Santos-Medellin et al.
(2017) que demonstraram aumento na frequéncia deste género sob condigbes de
estresse hidrico. Interessantemente, um maior nimero de géneros bacterianos foi
significativamente encontrado nas plantas com fendtipos de estresse hidrico
acentuado, independentemente do periodo de amostragem (Figura 7, Figuras S1 e
S2). Embora nao avaliado, pressupde-se que alteracdes na exsudacao no sistema
radicular destas plantas possam ter contribuido para um recrutamento de um maior
numero de géneros bacterianos, porém, estes, ndo necessariamente com atividades
funcionais claramente responsivas a melhoria da tolerancia da planta ao estresse
hidrico. A propria condicdo de estresse ou competicdo entre as bactérias poderia ter
levado a esta neutralidade na resposta. Ainda mais intrigante € a presenga
significativa e unica do género Citrobacter no sistema radicular das plantas com
fendtipo de estresse moderado (Figura 7). Embora este género esteja a problemas de
saude humana (JABEEN et al. 2022), uma espécie (Citrobacter werkmanii) foi
associada a efeitos benéficos em plantas sob condigdes de estresse (AJIMAL et al.
2022). Apesar desta variagao em termos de numero de géneros entre as condi¢des
experimentais, a riqueza e a equitabilidade (Shennon index) nao foi significativamente
diferente, exceto para as das amostras coletadas no periodo chuvoso, com destaque
para o alto valor do indice na condigdo do hospedeiro com fendtipo de estresse
acentuado (Figura 4A). E conhecido que periodos de estresse hidrico influenciam a
composi¢ao da comunidade microbiana (Oram et al, 2025) levando a uma redugéao de
diversidade microbiana do solo (Xie et al. 2021). Porém, com um aumento da riqueza
(richness) ap0ds sucessivos periodos de estresse hidrico (de Souza et al., 2024). De
acordo com Bazany, et al (2022), mudangas na comunidade microbiana da rizosfera
sob estresse da seca dependem da influéncia da planta hospedeira e do solo
circundante. No presente trabalho sugere-se que esta maior diversidade de
rizobactérias em plantas com fendétipo de estresse hidrico acentuado provavelmente
seja em fungao de exsudados liberados no sistema radicular destas plantas. A maior
diversidade microbiana, por vezes, associada a um sistema mais resiliente, pode

sinalizar um microbioma desbalanceado ou em estado de transicdo, contrastando com
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a comunidade mais coesa observada em plantas com estresse moderado. A interacao
entre a planta e seu microbioma pode se tornar desbalanceada sob condigdes
extremas de estresse, como a seca (FITZPATRICK, et al., 2019; ORAM et al., 2025)
e funcionalmente menos coesa, o que pode resultar em uma resposta fisiolégica mais
desorganizada, refletindo o fendtipo observado. Igualmente obtido para outras
culturas e condigbes (WANG & ZHOU, 2024; GEORGE et al.,, 2024), uma clara
estruturacdo da comunidade rizosférica em fungdo do ambiente e do hospedeiro foi
observado (Figura 4B).

De acordo com Penyalver et al. (2022), o microbioma global da rizosfera citrica
€ composto principalmente pelos géneros Pseudomonas, Rhizobium, Cupriavidus,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Burkholderia, Cellvibrio, Sphingomonas, Variovorax
e Paraburkholderia. Além disso, Srivastava et al. (2022) realizaram uma analise
abrangente da composicéo estrutural e funcional do microbioma da rizosfera citrica
em diferentes regides biogeograficas de seis continentes, revelando que a
composi¢cao do microbioma central da rizosfera citrica inclui, predominantemente, os
géneros Agrobacterium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Cellvibrio, Cupriavidus,
Mesorhizobium, Paraburkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Sphingomonas e
Variovorax. No presente estudo, todos esses géneros foram encontrados no
microbioma rizosférico total, presentes em todas as condicbes amostrais, com
excegao do género Cellvibrio, que nao foi detectado na amostra com estresse hidrico
acentuado durante a coleta na época seca. A prevaléncia género Pseudomonas em
todas as condigdes amostrais (Figura 6) vem ser similar aos resultados de Penyalver,
et al (2022), que observaram dominancia deste género em amostras de rizosfera de
citrus coletadas na Espanha. Também, Cherni et. al (2019) observaram dominancia
do género Pseudomonas na microbiota isolada de plantas citricas em solo semi-arido
na regiao de Sidi bouzid na Tunisia.

Por fim, a abundancia relativa da comunidade recuperada em laboratorio
revelou variagdes no padrao de distribuicdo dos géneros entre os diferentes fendtipos
de estresse hidrico e épocas de coleta (Figura 10). Assim como na comunidade do
solo rizosférico, o género Pseudomonas foi dominante em todas as condi¢cbes
avaliadas. No contexto de estresse moderado durante a estagdo seca os géneros
Staphylococcus, = Achromobacter,  Chryseobacterium e  Stenotrophomonas
destacaram-se, apresentando maior abundancia absoluta nessas amostras (Tabela

S1). Dentre esses géneros, dados de literatura mostraram que Stenotrophomonas
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conferiu tolerancia ao estresse hidrico. Segundo Kasim et al. (2022), a inoculagédo com
a cepa Stenotrophomonas maltophilia B11 foi capaz de reduzir os danos induzidos
pela seca em plantas de trigo, aumentando o teor relativo de agua nas folhas,
atividade de enzimas antioxidantes e acumulo de prolina. Dentre esses géneros,
Chryseobacterium e Staphylococcus apresentaram diferenca significativa na analise
de abundancia diferencial da comunidade metataxonémica, sendo considerados

biomarcadores dessas amostras.

6.2. Caracterizagao in vitro

Na somatdria dos resultados de todos os testes realizados in vitro, os isolados
oriundos de amostras de plantas de estresse hidrico moderado coletados na época
seca se destacaram em quatro dos sete testes realizados sendo; fixacdo de
nitrogénio, solubilizacao de fosfato, producdo de AIA e deteccdo do gene dACC
(Tabela 4). Esses mecanismos sdo amplamente descritos na literatura como
estratégias microbianas eficazes na mitigacdo do estresse hidrico em plantas.
Microrganismos fixadores de nitrogénio, por exemplo, aumentam a disponibilidade
desse nutriente essencial em condi¢gdes adversas (DING et al., 2018). Em relagao a
solubilizacdo de fosfato, estudos demonstram que rizobactérias como Bacillus
polymyxa s&o capazes de aumentar a disponibilidade de fdésforo no solo e,
consequentemente, promover o desenvolvimento radicular e a toleréncia ao estresse
hidrico, como observado em plantas de tomate submetidas a seca, que apresentaram
acumulo elevado de prolina como resposta adaptativa (SHINTU & JAYARAM, 2015).
A producédo de acido indolacético (AlA) estimula o crescimento de raizes, ampliando
a exploragao do solo por agua e nutrientes (VURUKONDA et al., 2016). Além disso, a
presenca do gene dACC, responsavel pela produgdo da enzima ACC desaminase,
contribui para a reducédo dos niveis de etileno, horménio associado a resposta ao
estresse, favorecendo a manutengcdo do crescimento vegetal sob déficit hidrico
(GLICK, 2014). Dessa forma, a expressdo dessas caracteristicas pode ter
desempenhado um papel fundamental na adaptacéo das plantas a condi¢cdes de seca,
resultando em um fendétipo moderado frente a deficiéncia hidrica.

Nos testes de producao de sideréforos e biofilme ndo houve um claro dominio
quanto a origem dos isolados (Tabela 4). No entanto, os isolados obtidos de plantas

com severo fenotipo de estresse hidrico coletados na época de chuva destacaram-se
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na producdo de sideréforos. No teste de biofilme, os melhores resultados foram
obtidos em amostras pertencentes ao estresse moderado na época chuvosa,
composto majoritariamente por representantes do género Pseudomonas.

Ja o teste de estresse hidrico in vitro foi dominado pelos isolados pertencentes
a amostras com estresse acentuado na época seca. Racionalmente, espera-se que
bactérias que estavam presentes na rizosfera de plantas sob deficiéncia hidrica
tenham maior resisténcia a maior pressao osmotica. Possivelmente, o microambiente
da rizosfera de plantas com estresse acentuado seja diferente daquele observado em
plantas com estresse moderado, talvez menos favoravel do ponto de vista
microbiologico, o que poderia selecionar microrganismos mais adaptados a limitagao
hidrica. Ja nas rizosferas associadas a plantas com estresse moderado, o ambiente
poderia ser relativamente mais estavel, favorecendo comunidades microbianas que
nao necessitam ativar mecanismos intensos de tolerancia a seca. Ainda nao esta claro
0 que poderia gerar essas diferengas de microambiente, considerando que todas as

plantas estavam submetidas as mesmas condi¢gbes ambientais.

6.3. Caracterizagao in vivo

O aumento na velocidade de germinacédo de sementes promovido por algumas
rizobactérias € um indicativo de que essas podem atuar, direta ou indiretamente, na
ativacdo de processos metabodlicos relacionados a germinagdo. Dentre esses
mecanismos, destaca-se a produgao de fitormdnios como o acido indolacético (AlA),
que atua na promocgéao do crescimento radicular e no alongamento celular. Stroschein
et al. (2011) demonstraram que rizébios isolados de nédulos de alfafa, identificados
como Sinorhizobium meliloti e Rhizobium sp., foram capazes de produzir quantidades
expressivas de AIA e promoveram o aumento na velocidade de germinagédo e no
desenvolvimento inicial de plantulas de arroz. Esses resultados reforcam o papel
funcional dessas bactérias na regulagao do crescimento vegetal por meio da sintese
de fitormdnios. Dentre os isolados avaliados, destacaram-se principalmente aqueles
oriundos de plantas com estresse hidrico moderado, com énfase para o isolado
Variovorax (IAC 132), que apresentou o maior valor observado. O género Variovorax
ja é conhecido na literatura como potencializados do aumento de germinagao de
sementes. Flores-Duarte, et al (2022) observaram aumento do indice de velocidade

de germinagdo e aumento de biomassa em plantas de alfafa inoculadas com
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Variovorax. Do mesmo modo os resultados obtidos por Acufia, et al. (2024) mostraram
que a germinacgao e desenvolvimento inicial foram potencializados em sementes de
trigo inoculadas com bactérias do género Variovorax. Ainda com relagéo ao teste de
germinagao, diversos isolados foram capazes de promover o aumento da biomassa e
da porcentagem de agua nas raizes das pléantulas, em comparagao ao controle ndo
inoculado. De maneira geral, isolados provenientes de plantas sob estresse hidrico
moderado apresentaram maior eficiéncia na promog¢éo do acumulo de biomassa. Por
outro lado, no parametro de retengdo de agua nas raizes, observou-se um
desempenho positivo entre isolados de ambos os fendtipos avaliados

Os resultados obtidos em casa de vegetacao evidenciam que isolados
bacterianos foram capazes de promover o aumento do volume radicular, area de
superficie, comprimento e numero de pontas de raizes, quando comparados ao
controle ndo inoculado. Esse efeito é um indicativo de que os microrganismos
avaliados possuem caracteristicas benéficas associadas a promogao do crescimento
vegetal, possivelmente relacionadas a producédo de fitorménios, solubilizagdo de
nutrientes ou mecanismos indiretos, como indug¢ao de tolerancia a estresses. Dentre
os isolados avaliados, destacam-se Pseudomonas (IAC 98) e Variovorax (IAC 132),
que promoveram aumento em trés parametros distintos do sistema radicular. O
isolado Pseudomonas (IAC 98), oriundo de plantas sob estresse moderado, promoveu
aumento de volume, comprimento e a area de superficie das raizes. O género
Pseudomonas é amplamente descrito na literatura como promotor de crescimento.
Chu et al. (2020) demonstraram que a inoculagado com a cepa Pseudomonas PSO01,
isolada da rizosfera de milho, promoveu alteragdes significativas na arquitetura do
sistema radicular de Arabidopsis thaliana, incluindo o aumento no comprimento das
raizes e no numero de raizes laterais. Além do efeito positivo do isolado Variovorax
(IAC 132), este também germinacdo das sementes, houve contribuigdo deste para o
incremento do volume, area de superficie e do numero de pontas das raizes,
evidenciando sua atuagado abrangente tanto nas fases iniciais quanto nos estagios
mais avangados do desenvolvimento das plantas. Jiang et al. (2012) observaram que
a inoculacao da estirpe 5C-2 de Variovorax paradoxus melhorou a absorgao de
nutrientes e o desenvolvimento do sistema radicular em plantas de ervilha (Pisum

sativum) em campo.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstraram que os diferentes fendtipos das
plantas de estresse hidrico e as condi¢gdes sazonais pode ser fatores determinantes
na composicdo da comunidade microbiana rizosferica do porta-enxerto citrumelo
‘Swingle’. A comunidade bacteriana associada as plantas sob deficiéncia hidrica e
com fendtipo severo apresentou maior diversidade alfa, enquanto a comunidade
coletada durante a época chuvosa exibiu maior similaridade na composicao,
independentemente do nivel de estresse hidrico das plantas. A analise diferencial de
abundancia revelou a presenca de microrganismos especificos associados a cada
condi¢ao hidrica, destacando potenciais bioindicadores de adaptagao ao estresse.

Todas as comunidades bacterianas analisadas apresentaram isolados com
pelo menos uma caracteristica promotora de crescimento. Os isolados obtidos de
plantas com fenotipo moderado de deficiéncia hidrica coletado durante a época seca
foram os que apresentaram os maiores indices de relacionados as BCPP testados in
vitro (4 de 7), sugerindo estar diretamente relacionadas a mitigacdo do estresse
hidrico. Esses isolados também apresentaram desempenho superior nos testes de
germinagcao de sementes, reforcando seu potencial como agentes benéficos para o
desenvolvimento vegetal. Dessa forma, este estudo contribui para a compreensao da
interagdo entre a microbiota rizosférica e as condicbes ambientais, além de abrir
perspectivas para o desenvolvimento de estratégias biotecnolégicas voltadas a

sustentabilidade agricola em cenarios de deficiéncia hidrica.
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Figura S1. Andlise discriminante linear (LDA) de
biomarcadores diferenciais a nivel de género utilizando
o método LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect
Size) para amostras de solo rizosférico coletadas
durante a estacdo seca. Apenas os géneros com valor
de escore LDA > 2,0 e prevaléncia = 20% foram
considerados. Valores negativos (laranja) sé&o
referentes a amostras com fendtipo de deficiéncia
hidrica acentuada e valores positivos (verde) referentes
ao fendtipo moderado. A. Parte 1 do grafico e B parte 2.
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Figura S2. Analise discriminante linear
(LDA) de biomarcadores diferenciais a nivel de
género utilizando o método LEfSe (Linear
Discriminant Analysis Effect Size) para amostras de
solo rizosférico coletadas durante a estacao
chuvosa. Apenas os géneros com valor de escore
LDA > 2,0 e prevaléncia =2 20% foram considerados.
Valores negativos (laranja) sao referentes a
amostras com fendtipo de deficiéncia hidrica
acentuada e valores positivos (verde) referentes ao
fenétipo moderado. A. Parte 1 do grafico e B parte

2.
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Tabela S1. Abundancia absoluta dos géneros obtidos no sequenciamento das
rizobactérias isoladas de plantas com diferentes niveis de deficiéncia hidrica coletadas na
€época seca e chuvosa.

Coleta seca Coleta chuva

Género Estresse Estresse Estresse Estresse Tota
|
moderado acentuado moderado acentuado
Achromobacter 7 5 4 0 16
Acinetobacter 7 0 3 10 20
Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium 0 11 0 0 11
Atlantibacter 2 0 1 1 4
Azorhizophilus 1 0 0 1 2
Bacillus 1 5 5 22 33
Burkholderia-Caballeronia-
Paraburkholderia 0 0 0 1 1
Chryseobacterium 6 0 7 10 23
Citrobacter 1 0 0 1 2
Comamonas 1 1 0 2 4
Cupriavidus 1 0 0 0 1
Ensifer 1 1 1 0 3
Escherichia/Shigella 0 1 0 1 2
Falsochrobactrum 0 0 0 1 1
Flavobacterium 0 0 0 3 3
Herbaspirillum 0 0 0 1 1
Klebsiella 0 1 1 5 7
Kluyvera 1 0 0 0 1
Kosakonia 2 0 0 0 2
Lelliottia 4 1 4 0 9
Lysinibacillus 0 1 0 0 1
Microbacterium 0 11 0 0 11
Methylobacterium 0 0 9 0 9
Novosphingobium 0 2 0 0 2
Orrella 0 1 0 0 1
Paucibacter 0 2 0 0 2
Providencia 1 0 0 0 1
Pseudocitrobacter 2 0 0 0 2
Pseudomonas 50 38 42 67 197
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Rhodococcus 0 0 1 0
Serratia 0 0 0 1
Siccibacter 3 2 1 0
SN8 0 0 0 1
Sphingobacterium 0 0 0 1
Sphingobium 0 3 0 0
Staphylococcus 45 0 1 0
Stenotrophomonas 8 1 3 8
Variovorax 1 16 4 0
Viridibacillus 0 0 1 3
Yokenella 0 0 0 1

Tabela S2. Géneros exclusivos identificados em cada amostra obtidos a partir do

isolamento bacteriano.

Coleta seca Coleta chuva

Estresse moderado Estresse acentuado Estresse moderado alcz:ztnrteusasgo
Pseudocitrobacter Sphingobium Burkholderia Enterobacter
Cupriavidus Falsibacillus Flavobacterium Methylobacterium
Kluyvera Lysinibacillus SN8 Rhodococcus
Kosakonia Microbacterium Sphingobacterium Staphylococcaceae
Providencia Novosphingobium Falsochrobactrum

Orrella Herbaspirillum

Paucibacter Serratia

Yokenella




