DIVISAO 2 - PROCESSOS E PROPRIEDADES DO
SOLO

Comissao 2.1 - Biologia do solo

COMPOSICAO DIFERENCIAL DAS COMUNIDADES
BACTERIANAS NA RIZOSFERA DE VARIEDADES DE CANA-
DE-ACUCAR®

Diogo Paes da Costa(2), Armando Cavalcante Franco Dias(g), Ademir Durrer(2), Pedro
Avelino Maia de Andrade®, Thiago Gumiere® & Fernando Dini Andreote®

RESUMO

A cultura da cana-de-acucar é de extrema importancia no cenario agricola
nacional. No entanto, pouco se sabe sobre a estruturacdo das comunidades
microbianas associadas aos solos e as rizosferas de tais plantas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a estrutura e diversidade das comunidades de bactérias
associadas ao solo e a rizosfera de seis variedades de cana-de-acucar cultivadas no
Estado de Sao Paulo (Brasil). As analises foram realizadas com base em métodos
independentes de cultivo, em que a técnica de PCR-DGGE revelou alteracées na
rizosfera para os grupos de bactérias totais e também para os grupos de
Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria. Apos essa analise, quatro amostras (trés
de rizosfera e uma de solo) foram usadas para o sequenciamento da regiao V6 do
gene 16S DNAr na plataforma Ion Torrent™. Essa analise gerou um total de 95.812
sequéncias, dentro das quais houve a predominancia das afiliadas aos filos
Actinobacteria, Proteobacteria e Acidobateria. Os resultados revelaram que as
comunidades bacterianas na rizosfera sao distintas daquelas encontradas no solo.
Foi possivel ainda observar efeito diferencial de plantas das variedades. Alguns
grupos bacterianos apresentaram menor frequéncia na rizosfera (Acidobacteria),
enquanto outros se mostraram fortemente estimulados pela presenca das raizes,
comumente para todas as variedades (Betaproteobacteria, Nitrospora e
Chloroflexi), ou em respostas variedade-especificas (Bacilli e Sphingobacteria).

Termos de indexacao: métodos independentes de cultivo, genes ribossomais,
diversidade bacteriana, sequenciamento de DNA.
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SUMMARY: DIFFERENTIAL COMPOSITION OF BACTERIAL COMMUNITIES
INTHE RHIZOSPHERE OF SUGARCANE VARIETIES

Sugarcane is an extremely important crop in Brazilian agriculture. However, little
is known about the structure of microbial communities associated with the soils and
rhizosphere of these plants. The aim of this study was to evaluate the structure and
diversity of bacterial communities associated with the soil and rhizosphere of six
sugarcane varieties grown in the State of SGo Paulo, Brazil. Analyses were carried out
based on methods not dependent on the crop, where the PCR-DGGE technique revealed
alterations in the rhizosphere for the total bacteria group, and also for the
Alphaproteobacteria and Betaproteobacteria groups. After that analysis, four samples
(three from the rhizosphere and one from the soil) were subjected to sequencing of the V6
region of the 16S rDNA gene using the IonTorrent™ platform. This approach generated
95,812 sequences, with the prevalence of those affiliated with the phyla Actinobacteria,
Proteobacteria, and Acidobacteria. Results revealed that bacterial communities in the
rhizosphere are distinct from those observed in soils. It was also possible to observe a
differential selection performed by plants of different varieties. Some bacterial groups
exhibited lower frequencies in the rhizosphere (Acidobacteria), while others proved to be
highly stimulated by the presence of roots, in a response common to all varieties
(Betaproteobacteria, Nitrospora, and Chloroflexi), or in variety-specific responses
(Bacilli and Sphingobacteria).

Index terms: cultivation-independent methods, ribosomal genes, bacterial diversity, DNA
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sequencing.

INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Sacchharum spp.) é uma das
culturas mais importantes do mundo, representada
por cerca de 30 espécies pertencentes a familia
Poaceae, que sdo cultivadas principalmente nas
regioes tropicais (Mendes et al., 2007; Dini-Andreote
et al., 2010). O Brasil é atualmente o maior produtor
mundial dessa cultura, ocupando aproximadamente
8,35 milhdes de ha, contando com producéao de cerca
de 560,36 milhoes de t e rendimento médio de 67,060
t hal na safra 2011/2012 (CONAB, 2012).

Varios trabalhos tém dado especial atengdo a
estrutura das comunidades microbianas associadas a
cana-de-acgucar, buscando a promocao de crescimento
vegetal e a aplicacdo biotecnoldgica por meio dos
processos de fixac¢do bioldgica de N, solubilizacio de
fosfato inorganico, antagonismo a fitopatdgenos,
reguladores de crescimento vegetal e producéo de
enzimas de interesse industrial, entre outros (Makoi
et al., 2008; Compant et al., 2010; Luvizotto et al.,
2010; Mendes et al., 2011).

As regiGes mais proximas as raizes da cana-de-
acucar, principalmente o rizoplano e a rizosfera, sao
os locais preferenciais de colonizacido de
microrganismos, sendo essa predilecao relacionada a
sinaliza¢io molecular entre plantas e microrganismos
(por exemplo, intermediada por flavonoides ou
isoflavonoides) ou em razio da grande disponibilidade
de nutrientes oriundos da exsudacdo radicular,
contribuindo com o metabolismo e a multiplicacao de
células microbianas (Baldani et al., 1997; Medeiros et
al., 2006, Drigo et al., 2010). Esse fato tem dado suporte
ao desenvolvimento de trabalhos sobre a diversidade

microbiana da rizosfera (Cocking, 2003; Kang & Mills,
2004; Carvalho et al., 2010; Philippot et al., 2013).

Apesar da grande diversidade de microrganismos
associados a cana-de-ac¢ucar, apenas uma pequena
fracdo é conhecida e pode ser cultivada, apontando
a limitacdo dos métodos tradicionais de
bioprospeccao da biodiversidade microbiana nos
ambientes complexos (Amann et al., 1995). Nesse
aspecto, as técnicas independentes de cultivo tém
contribuido para o conhecimento da diversidade e
do potencial biotecnolédgico das espécies microbianas
(Marques et al., 2008; Andreote et al., 2009; Lee &
Wong, 2009).

As combinacées de diferentes métodos de estudo
tém fornecido valiosas informacoes sobre a diversidade,
a funcionalidade e as interacdes que ocorrem na
colonizac¢io microbiana da rizosfera (Dumont et al.,
2011). Esses métodos sdo eficientes quanto ao
fornecimento de dados mais refinados, que podem ser
estudados por técnicas mais comuns de andalises
independentes de cultivo, como a DGGE, a biblioteca
de clones ou até mesmo o sequenciamento, feitos com
base em genes filogenéticos ou funcionais, dando
suporte a inferéncias sobre o papel de determinados
organismos em processos especificos no ambiente em
que se encontram (Huang et al., 2009).

Diante do exposto, este trabalho foi realizado
objetivando avaliar as alteracoes entre as estruturas
das comunidades de bactérias nativas do solo e da
rizosfera de diferentes variedades de cana-de-actcar
cultivadas em distintas regides do Estado de Sao Paulo,
permitindo melhor compreensido da composi¢io e
diversidade de bactérias associadas ao solo e a rizosfera
da cana-de-agucar.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado com seis variedades
de cana-de-ac¢ucar: RB85-5156, RB85-5453, RB86-
7515, PO8862, SP5541 e SP5543. Essas variedades
foram coletadas de canteiros da Fazenda Aredo,
situada no municipio de Piracicaba, SP (22°41,716'S,
47° 38,478' O), estando todas no mesmo estadio
fisiologico. As amostras foram coletadas em triplicatas,
mantendo-se distancia minima de aproximadamente
50 m de uma amostragem para outra, coletando-se
tanto as plantas quanto o solo em volta das raizes em
cada ponto amostral. As raizes foram envoltas em sacos
plasticos para a preservacio da umidade, tomando-se
cuidado em manter boa porg¢ao de solo agregado. As
plantas coletadas foram levadas para o laboratério,
onde foi feita a separacao do solo e da rizosfera. As
porcdes ndo aderidas as raizes foram utilizadas para
compor as amostras de solo, enquanto a fracéo do solo
ligada as estruturas radiculares das plantas, a uma
distancia maxima de 2,0 mm, fol removida
cuidadosamente para compor as amostras rizosféricas.
Dessa forma, foram obtidas 18 amostras de rizosfera
e 18 amostras de solo, totalizando 36 amostras.
Amostras da rizosfera receberam o prefixo ‘R’ enquanto
as do solo receberam o prefixo ‘S’ na nomenclatura.

As amostras obtidas de solo e rizosfera foram
pesadas em fracoes padronizadas de 0,4 g, as quais
foram usadas para extracdo de DNA, realizada com
kit comercial Powersoil™ DNA Isolation kit (MoBio
Laboratories Inc, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com
instrugoes do fabricante.

As amostras de DNA foram usadas na anélise de
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE),
realizada para o grupo de bactérias totais de acordo
com método descrito por Heuer et al. (1997), com os
iniciadores U968GC e 1387R. Além da analise de
bactérias totais, foram feitas as anélises de DGGE
para os grupos de Alphaproteobacteria e
Betaproteobacteria, seguindo o método descrito por
Gomes et al. (2001), utilizando-se os iniciadores
AlphaU e Beta-2 como seletivos numa amplificacio
inicial, seguida de uma nested PCR, com os iniciadores
U968GC e 1387R. Apds obter os fragmentos, os
produtos da PCR foram avaliados em gel de agarose a
1 %, seguido de coloragdao em brometo de etideo e
visualiza¢do em luz ultravioleta. A analise de DGGE
foi realizada no aparelho phorUZ2 system (Ingeny, Goes,
Holanda). O gradiente desnaturante (ureia e
formamida deionizada) foi de 45 a 65 %, formados a
partir de solugdes-estoque de poliacrilamida (6 %)
contendo 0 e 100 % de desnaturantes. As condi¢oes da
eletroforese foram de 65 °C por 16 h a 100 V. Apds a
eletroforese, os géis foram corados com SYBR-gold
(Invitrogen, Breda, The Netherlands) em TAE 0,5x
no escuro por 120 min. As imagens resultantes foram
convertidas em matrizes de presenca/auséncia de
bandas com o software ImageQuant TL unidimensional
(Amersham Biosciences, Amersham, UK, v.2003)
(McCaig et al., 2001).
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O software PAST 1.90 (Hammer et al., 2001) foi
utilizado para a analise dos dados binarios e
agrupamentos por similaridade dos perfis, com base
no algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetical Average) e no coeficiente
de similaridade de Bray-Curtis. Para avaliar a
variagdo entre os grupos encontrados na analise de
cluster, fol empregada a analise de similaridade, que
permite testar a ocorréncia de diferenca significativa
entre dois ou mais grupos de amostras (Clarke, 1993).
Esse método compara a distancia entre os grupos,
gerando valores de R que variam de -1 a +1, em que
valores proximos a 0 indicam a semelhanca entre os
grupos, e valores préximos a 1, a perfeita separacao
desses (Clarke & Gorley, 2006).

As amostras mais representativas, com maior
diferenciacio da rizosfera em relagio ao solo adjacente,
de acordo com os resultados obtidos pela analise dos
perfis gerados pelo método de DGGE, foram
submetidas ao sequenciamento de amplicons na
plataforma Ion Torrent™ (Life Technologies), realizado
na Embrapa Meio Ambiente, em Jaguaritna, SP. Essa
andlise foi realizada para trés amostras de rizosfera
(variedades RB86-7515, RB85-5453 e RB85-5156) e
uma de solo, usado neste caso o coletado préximo ao
cultivo da variedade RB86-7515. Para tanto, o DNA
extraido foi amplificado com iniciadores franqueadores
da regido V6 do gene 16S DNAr descritos por Sogin et
al. (2006). Amplicons dessas amostras foram gerados
com iniciadores marcados com distintas tags, formadas
por cinco pares de bases (barcodes), permitindo a
identificacdo da origem das sequéncias geradas
(Vamps, 2012).

Para andlise das sequéncias obtidas, inicialmente
foi utilizado o programa CLC Genomics Workbench
(CLCbio), usado para remover as sequéncias de baixa
qualidade e para separar as sequéncias de cada
amostra com base nos barcodes. Em seguida, as
andlises foram realizadas utilizando o programa
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
(Caporaso et al., 2010), em que foram agrupadas em
OTU (Operational Taxonomic Units), compostas de
sequéncias com similaridade minima de 97 %. Os
numeros de OTU, e suas respectivas frequéncias,
foram computados para o célculo dos indices de
diversidade de Shannon e para a estimativa de riqueza
de espécies, pelo método ndo paramétrico de Chaol
(Chao & Bunge, 2002).

A afiliacio taxonémica das sequéncias foi realizada
por comparacio com as sequéncias presentes no RDP
(Ribosomal Database Project), em que foram analisadas
com base na ferramenta Classifier (Cole et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de PCR-DGGE permitiu inferir sobre a
estrutura das comunidades microbianas presente nas
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diferentes amostras. Os dendrogramas obtidos com
base nos resultados de tais andlises evidenciaram de
forma robusta o agrupamento das repeticoes, indicando
claramente uma separacido entre as comunidades
bacterianas do solo e da rizosfera para as diferentes
variedades de cana-de-ac¢tcar (Figura 1). Ainda, pode-
se observar maior similaridade entre as amostras de
solo, enquanto as amostras da rizosfera de cada
variedade se apresentaram mais distintas entre si
(Figura 1). Essa observagao da suporte a literatura,
indicando que plantas diferentes selecionam diferentes
grupos de microrganismos na sua rizosfera a partir
da mesma microbiota do solo. Destaca-se que no
momento da amostragem todas as plantas
apresentavam-se no mesmo estadio fenolégico, o que
elimina variacdes decorrentes deste fator. As
diferencas existentes entre as estruturas das
comunidades de bactérias do solo e da rizosfera
ocorreram por causa da diferenciacdo na quantidade
e composi¢do dos exsudatos radiculares, determinados
por diferencas genotipicas entre as plantas (Kang &
Mills, 2004; Medeiros et al., 2006; Compant et al.,
2010). Essas diferencas certamente resultam no
metabolismo diferencial das variedades, causando
alteracoes na composicio e quantidade de material

1697

liberado nas raizes. Maior conhecimento sobre esse
tipo de efeito, em que a alteracdo do genétipo da planta
leva a diferenciacoes na estrutura da comunidade
microbiana da rizosfera, é de extrema importancia
para o melhoramento genético que considere a
engenharia da rizosfera como fator de sele¢io. Esse
fato foi comprovado por Andreote et al. (2008), os
quais verificaram o efeito da alterag¢io genética e
metabdlica de plantas de tabaco na composicdo da
comunidade microbiana da rizosfera, durante o
periodo de maior atividade radicular de tais plantas
(periodo vegetativo em comparacao ao periodo de
senescéncia). Essa observacdo indica que a
exsudacdo radicular da planta pode transpor a
pressao de selecdo exercida por outros fatores como
tipo de solo e condi¢des ambientais, na estruturacgio
da comunidade microbiana da rizosfera.

Os resultados deste estudo sdo condizentes com os
perfis obtidos para a andlise de bactérias totais com
os perfis alcancados para as andalises de
Alphaproteobacteria, observando claramente a
diferenciacio das amostras de rizosfera oriundas do
solo (Figura 1), o que indicou que a maioria dos grupos
microbianos, entre eles o composto pelas
Alphaproteobacteria, é selecionada na rizosfera de
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Figura 1. Anéalise de dendrogramas, por meio da técnica de PCR-DGGE, evidenciando diferencas entre as
comunidades bacterianas colonizadoras do solo e da rizosfera de diferentes variedades de cana-de-
acgucar: RB86-7515; PO8862; RB85-5156; RB85-5453; SP5541; e SP5543. Os prefixos ‘S’ e ‘R’ significam
solo e rizosfera, respectivamente. Os grupos bacterianos foram acessados da comunidade total, por
meio de iniciadores especificos para o grupo das bactérias totais (a), Alphaproteobacteria (b) e

Betaproteobacteria (c).

R. Bras. Ci. Solo, 38:1694-1702, 2014



1698

cana-de-agucar. Combinando essa informagao com as
constantes no quadro 3, verificou-se que a alteracao
na estrutura dessa comunidade ndo necessariamente
reflete numa maior quantidade relativa de sequéncias
desse grupo nas amostras da rizosfera, sendo a sele¢ao
com base na estruturacio da comunidade e ndo na
magnitude dela. Numa mesma percepcio, a
comunidade de Betaproteobacteria evidencia-se mais
similar entre as amostras de solo e rizosfera,
possivelmente indicando menor sele¢do de grupos
pertencentes a essa classe no ambiente rizosférico.
Nascimento (2006), estudando estrutura das
comunidades de Betaproteobacteria, observou que as
varia¢des em tais grupos estavam mais relacionadas
a frequéncia relativa do que com a diversidade, o que
pode indicar que o parametro usado neste estudo néo
seja o melhor para detectar efeitos rizosféricos sobre o
grupo das Betaproteobacteria.

No intuito de validar as separacoes observadas, a
analise de ANOSIM foi realizada, demonstrando que
em todas as fragoes analisadas da comunidade existe
uma separacio das amostras de rizosfera e do solo;
porém, essas apresentam grupos microbianos em
comum (Quadro 1). A analise de similaridade foi feita
também para comparar a diferenca nas estruturas
de bactérias da rizosfera das diferentes variedades de
cana-de-agucar, revelando distingdo entre todas as
amostras, e para todas as fracées das comunidades
analisadas (bactérias totais, Alphaproteobacteria e
Betaproteobacteria), resultando em valores de Rp,.,y.
Curtis = 1,000 (p<0,01)-

Esses resultados permitiram a sele¢io de algumas
amostras representativas de rizosfera (selecionando
as trés variedades com resultados mais distinto no
PCR-DGGE) e uma amostra de solo (em razao da maior
similaridade entre as amostras) para uma analise mais
detalhada, realizada por meio de sequenciamento
parcial do gene ribossomal na plataforma
IonTorrent™, Essa analise gerou um conjunto de
95.812 sequéncias (em média 23.953 por amostra) com
um fragmento de aproximadamente 75 pb. Utilizando
o software QIIME, foi possivel a afiliacdo das
sequéncias as OTU, a 97 % de similaridade, e a
posterior estimativa dos indices de riqueza e
diversidade. Essa analise indicou maior similaridade
nos valores obtidos para as amostras de rizosfera do
que para aqueles observados na iinica amostra de solo
analisada. Essa observacido complementou os

Quadro 1. Resultados da analise de ANOSIM para a
comparacao entre as amostras de solo e da
rizosfera, considerando as diferentes fracoes da
comunidade bacteriana

Grupo acessado Rp,ay-curtis Valor de p
Bactéria total 0,550 0,01
Alphaproteobacteria 0,570 0,01
Betaproteobacteria 0,440 0,01
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resultados de DGGE, indicando que, apesar de
distintas, as amostras de rizosfera preservaram maior
similaridade em sua composic¢do taxonomica do que a
observada quando essas sido confrontadas com a
amostra de solo. Foi observado que tanto a riqueza
como a diversidade apresentaram valores maiores nas
amostras de rizosfera (Quadro 2). Esse é um fato
controverso, uma vez que, se a planta recruta
organismos para compor sua rizosfera, essa sera
composta por uma fracio das bactérias ja presente no
solo (Philippot et al., 2013). A deteccdo de maiores
valores de diversidade e riqueza na rizosfera pode estar
associada ao método empregado, visto que o
sequenciamento de genes ribossomais ndo amostra
todos os componentes da comunidade, e 0 nimero
diferente de sequéncias analisadas dentro de cada uma
das amostras pode levar a algum bias de analise. Além
disso, limitacoes podem ainda ser encontradas no kit
de extracao de DNA, sendo esse conhecidamente pouco
eficaz em representar grupos compostos por uma
pequena quantidade de células (espécies raras). Na
amplificagdo do material, tem-se também a
amplificacdo preferencial de fragmentos mais
frequentes (espécies abundantes). Apesar de esses
fatores serem conhecidos, ndo existe forma de realizar
uma andlise livre dessas interferéncias. Dessa forma,
essa discussao serve para justificar o fato de maiores
valores de riqueza e diversidade terem sido encontrados
nas amostras de rizosfera deste trabalho. Também,
um fator que pode contribuir para essa observacio é a
possibilidade de a planta atuar como fonte de inéculo
microbiano em sua rizosfera. Nessa percepcao, tem-
se que a ocorréncia de maior riqueza de espécies nesse
ambiente seria relacionado a sua colonizagao por
organismos endofiticos da planta, que passariam a
ocupar esse nicho, como descrito por Patriquin &
Doébereiner (1978).

A analise taxonémica permitiu a classificacio das
sequéncias geradas, sendo 88 % dessas alocadas dentro
de grupos bacterianos ja descritos. Os filos mais
abundantes encontrados foram: Actinobacteria,
Proteobacteria, Acidobacteria, Firmicutes,
Bacteriodetes e Verrucomicrobia, seguidos de filos
menos abundantes, como Cyanobacteria, Nitrospira,
Planctomycetes e Cloroflexi (Quadro 3). A maioria
desses grupos fol também encontrada como a mais
abundante em outro estudo com solos de cana-de-
acucar (Dini-Andreote et al., 2010); entretanto, nesta
pesquisa, sdo adicionados os grupos Bacteriodetes e
Verrucomicrobia, possivelmente ndo detectados no
trabalho anterior em razdo do método empregado (no
trabalho de Dini-Andreote, o levantamento foi feito
com clones, e o numero de sequéncias analisadas é
muito menor - total de 193 sequéncias). A presenca de
tais organismos no solo é amplamente discutida, e
véarias justificativas sdo apresentadas para isso, como
a participac¢io da microbiota do solo na decomposi¢ao
da matéria organica (McCaig et al., 2001), o que é
amplamente atribuido a Proteobacteria em areas de
pastagem (Nisslein & Tiedje, 1999) ou a interacio
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Quadro 2. Numero de sequéncias analisadas, nimero de Unidades Taxonémicas Operacionais (OTU)
formadas (97 % de similaridade) e estimativas de diversidade e riqueza para as amostras de solo e

rizosfera de cana-de-ac¢tucar analisadas

Amostra N° de sequéncias N° OTU Chaol Shannon
RB86-7515 (rizosfera) 35.628 11.509 11.813,75 11,459
RB85-5156 (rizosfera) 19.808 6.463 11.857,37 11,201
RB85-5453 (rizosfera) 24.120 8.109 14.523,04 11,377
Solo 16.256 6.067 6.539,25 10,564

Quadro 3. Principais filos e classes bacterianos (expressos em % de sequéncias afiliadas) encontrados nas
rizosferas e no solo de cana-de-agucar (R1-Rizosfera da variedade RB85-5453; R2-Rizosfera da variedade
RB85-5156; R3-Rizosfera da variedade RB86-7515 (R3); e S-solo. R1/S, R2/S e R3/S representam a razao
entre as porcentagens dos grupos encontrados nas amostras de rizosfera e do solo

Sequéncia afiliada

Relacao R/S

Filo Classe
Solo R1 R2 R3 R1/S R2/S R3/S
%
Actinobacteria 33,4 37,0 31,5 35,0 1,1 0,9 1,0
Actinobacteria 39,2 40,7 34,5 39,7 1,0 0,9 1,0
Proteobacteria 32,7 22,7 49,8 30,6 0,7 1,5 0,9
Alphaproteobacteria 15,9 10,5 9,4 11,9 0,7 0,6 0,7
Betaproteobacteria 3,9 4,2 8,4 6,2 1,1 2,2 1,6
Deltaproteobacteria 4.7 1,8 0,6 1,7 0,4 0,1 0,4
Gammaproteobacteria 3,3 2,5 28,4 6,2 0,8 8,6 1,9
Acidobacteria 19,4 4,1 6,7 8,4 0,2 0,3 0,4
Acidobacteria_Gpl 14,2 1,2 4,5 3,7 0,1 0,3 0,3
Firmicutes 5,5 21,2 4,6 8,4 3,9 0,8 1,5
Bacilli 4,5 20,7 4,5 8,1 4,6 1,0 1,8
Bacteroidetes 3,3 6,9 2,9 8,5 2,1 0,9 2,6
Sphingobacteria 3,6 7,0 3,1 8,7 1,9 0,9 2,4
Verrucomicrobia 4,4 4,3 1,7 6,1 1,0 0,4 1,4
Subdivision3d 2,1 1,1 0,7 2,7 0,5 0,3 1,3
Cyanobacteria 2,2 2,1 1,4
Nitrospira 0,1 0,9 0,2 1,0 9,0 2,0 10,0
Planctomycetes 0,6 0,1 0,1 0,2 0,2
Chloroflext 0,1 0,5 0,2 0,4 5,0 2,0 4,0
Outros 0,5 0,3 0,1 0,2 0,6 0,2 0,4

com plantas, como descrito para o grupo das
Actinobacteria, frequentemente relacionado a
gramineas (Dunbar et al., 2002).

No entanto, o foco deste trabalho esteve na selecao
exercida pela planta sobre tal comunidade, em que os
dados mostraram, por meio da determinacio das
relacées R/S, comportamento diferenciado dos grupos
microbianos detectados (Quadro 3). A primeira
observacgio que chamou a atencao foi o valor positivo
dessa relacio para o grupo Betaproteobacteria, que
corroborou o observado nas analises de DGGE na
literatura (Nascimento, 2006), sendo o efeito rizosférico
sobre esse grupo mais relacionado a sua frequéncia
relativa do que a composi¢do da comunidade. O
contrario foi observado para Alphaproteobacteria, que

demonstrou alterac¢io na estrutura de sua comunidade
por DGGE, porém associado a baixos valores de relagao
R/S (Figura 1, Quadro 3). Nessa andlise, observou-se
ainda pequeno efeito da rizosfera no incremento da
porcentagem de sequéncias classificadas dentro do filo
Actinobacteria (relagoes R/S entre 0,9 e 1,1), ao passo
que outros grupos revelaram-se responsivos a presen¢a
das raizes. O grupo das Acidobacteria apresentou-se
pouco atraido pela presenca de raizes, tendo sua
comunidade mais abundante na amostra de solo
(valores de R/S entre 0,2 e 0,4). Em contrapartida,
incrementos, em termos percentuais, de determinadas
comunidades foram observados. Esse incremento foi
observado de forma homogénea entre as variedades
apenas para grupos menos abundantes, como
Nitrospira e Chloroflexi, com relacées R/S variando
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entre 2,0 a 10,0 e 2,0 a 5,0, respetivamente (Quadro
3). Pouco se sabe sobre o papel desses grupos
microbianos no solo e, ou, associados as plantas, sendo
esse importante alvo em estudos posteriores. Ja outros
grupos majoritarios demonstraram resposta
diferencial de acordo com o gendtipo da planta. As
rizosferas de plantas das variedades RB85-5453 ¢ RB86-
7515 apresentaram razoes R/S mais similares do que
as observadas para a rizosfera de plantas da variedade
RB85-5156. Essa observacdo pode ser feita, por
exemplo, porque o grupo de Gammaproteobacteria teve
valor R/S maior para plantas RB85-5156 (8,6 contra
0,8 ¢ 1,9), enquanto os valores maiores de R/S foram
observados para os outros dois gendétipos para os grupos
Bacilli (4,6 e 1,8 contra 1,0) e Sphingobacteria (1,9 e
2,4 contra 0,9) (Quadro 3). Isso sugeriu que enquanto
algumas plantas selecionaram grupos bacterianos
relacionados a Gammaproteobacteria, outras
apresentam maior eficiéncia na promoc¢io do
desenvolvimento de bactérias relacionadas as classes
Bacilli e Sphingobacteria.

As variacoes observadas na estrutura das
comunidades bacterianas da rizosfera e do solo de cana-
de-agucar foram claras, podendo ocorrer por diversos
motivos. O papel da presenca das raizes sobre
propriedades fisicas e quimicas do solo é amplamente
conhecido, sendo essas também fonte de formas
assimilaveis de nutrientes, com destaque para o C
(Cerri et al., 2004; Philippot et al., 2013). No entanto,
essa selecdo também é dependente da dinamica e
plasticidade dos organismos que compdem a
microbiota dos solos, elevando a capacidade adaptativa
frente as alteracoes ambientais (Abby & Daubim,
2007). Podem ser descritos como fatores diferenciais
entre o solo e a rizosfera os teores de C 1abil (Aratjo et
al., 2011), a intensidade da competicdo entre
microrganismos (Fontaine et al., 2007), e a exsudacgio
radicular (Carney et al., 2007; Drigo, et al., 2010; Jia
& Zhou, 2011). Neste trabalho, adicionou-se a este
ambiente complexo o efeito de variedades distintas,
sendo essas capazes de selecionar grupos distintos de
bactérias do solo para compor suas respetivas
rizosferas.

De forma geral, este trabalho apontou que a cana-
de-agucar estabelece um nicho especifico na sua zona
rizosférica, tornando essa comunidade diferenciada
daquela observada no solo. Nesse contexto, o estudo
da diversidade microbiana associada a plantas de
cana-de-acucar é importante, buscando a identificacio
dos principais grupos responsivos a presenca das
plantas e, posteriormente, visando melhor exploracio
do recurso microbiano onipresente nos solos agricolas.

CONCLUSOES

1. As comunidades bacterianas da rizosfera e do
solo de cana-de-agucar nas variedades estudadas
foram distintas em sua composicao.
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2. No local amostrado, os filos de Actinobacteria,
Proteobacteria e Acidobacteria foram os principais
encontrados no solo e na rizosfera de cana-de-actcar.

3. Os grupos mais responsivos a rizosfera
foram Betaproteobacteria, Nitrospora, Chloroflexi
(incrementados na rizosfera); Acidobacteria
(prevalente no solo); Bacilli e Sphingobacteria (com
respostas especificas para distintas variedades).
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