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RESUMO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) desempenha um papel crucial na economia
brasileira, sendo responsavel por uma parcela significativa do PIB nacional. Os
produtos obtidos do seu plantio sdo diversificados, que incluem agucar, etanol,
alcool, bagaco, melago, entre outros. Nesse contexto, estratégias voltadas para
a melhoria da produtividade e da qualidade das plantacbes de cana-de-agucar
tém despertado interesse crescente em diversos paises produtores. Destaca-se,
entre essas estratégias, o uso de inoculantes bacterianos, como o Bacillus
subtilis, que apresentam o potencial de promover o crescimento e a saude e
produtividade das plantas. Este estudo tem como objetivo avaliar a influéncia da
bactéria Bacillus subtilis no desenvolvimento de cultivares de cana-de-agucar e
na expressao de genes especificos, e estudar como a inoculagdo bacteriana
interfere no proteoma desses dois cultivares, a RB041443 e RB92579. A
investigacao foi conduzida por meio de uma abordagem integrativa, combinando
avaliagao de caracteristicas agronémicas e analise proteémica. O experimento
foi realizado em ambiente aberto, em condi¢gdes parcialmente controladas,
utilizando um delineamento experimental de blocos ao acaso em esquema
fatorial 2 (cultivares) x 4 (condigdes de crescimento) x 6 (repeti¢cdes), totalizando
48 unidades experimentais. Foi verificado a presenca de Bacillus subtilis, analise
de variancia conjunta, comparagao de teste de médias e analise de regresséo.
Foi possivel observar que houve diferengas significativas no didmetro do colmo
sob aplicagdo da bactéria, com média maior na cultivar RB92579 inoculada.
Esses resultados podem orientar o desenvolvimento de estratégias agricolas
para aumentar a produtividade e a sustentabilidade das plantagdes de cana-de-
agucar, contribuindo também para o avango do conhecimento sobre interacdes
planta-bactérias na agricultura. Pesquisas futuras podem responder as
respostas por quais razbes essas associagdes contribuiram para um maior
aumento do didmetro de colmo da cultivar de desenvolvimento lento, por meio
de analises protedbmicas.

Palavras-chave: cultivares, condicbes de crescimento, diametro de colmo,

inoculagao, respostas fisiologicas.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) plays a crucial role in the Brazilian economy,
accounting for a significant portion of the national GDP. The products obtained
from its cultivation are diverse, including sugar, ethanol, alcohol, bagasse,
molasses, among others. In this context, strategies aimed at improving the
productivity and quality of sugarcane plantations have attracted growing interest
in various producing countries. Among these strategies, the use of bacterial
inoculants, such as Bacillus subtilis, stands out, as they have the potential to
promote growth, health, and productivity of plants. This study aims to evaluate
the influence of the bacterium Bacillus subtilis on the development of sugarcane
cultivars and the expression of specific genes, as well as to investigate how
bacterial inoculation interferes with the proteome of two cultivars, RB041443 and
RB92579. The investigation was conducted through an integrative approach,
combining the assessment of agronomic characteristics and proteomic analysis.
The experiment was carried out in an open environment under partially controlled
conditions, using a randomized block experimental design in a factorial scheme
of 2 (cultivars) x 4 (growth conditions) x 6 (repetitions), totaling 48 experimental
units. The presence of Bacillus subtilis was verified, along with joint analysis of
variance, comparison of means tests, and regression analysis. It was observed
that there were significant differences in stalk diameter under bacterial
application, with a higher average in the inoculated RB92579 cultivar. These
results may guide the development of agricultural strategies to increase
productivity and sustainability of sugarcane plantations, also contributing to the
advancement of knowledge about plant-bacteria interactions in agriculture.
Future research may address the reasons why these associations contributed to
a greater increase in stalk diameter of the slow-growing cultivar through
proteomic analyses.

Keywords: Cultivars, Growth conditions, Stalk diameter, Inoculation,

Physiological responses.
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1.0 INTRODUGAO
O cultivo de cana-de-agucar (Saccharum spp.) no Brasil desempenha um

papel significativo na economia, contribuindo com cerca de 2% do Produto
Interno Bruto (PIB) nacional. Além de sua relevancia econémica, a cultura é uma
fonte diversificada de produtos, incluindo acgucar, etanol, etanol de segunda
geracao e bagaco, este ultimo utilizado na geragéo de eletricidade (Almeida et
al., 2009).

Com sua larga escala em produgao mundial, e com notoriedade no Brasil,
a compreensdo no seu manejo e cultivo para que haja uma alta taxa de
produtividade e altos valores de rendimento, instigam estratégias que visam a
continuidade de tais desempenhos, que atendam as principais necessidades de
produgao em campo (Vedana et al., 2020).

No Brasil, lider mundial na produgcdo de cana-de-agucar, investimentos
frequentes sado realizados em sua producao, destacando-se a utilizacdo de
mudas pré-brotadas (PSS) que se referem a plantas germinadas previamente
em condi¢gdes controladas antes do transplante para assegurar um plantio
uniforme e ajustado a altos padrdes de fitossanidade (Gazola; et al., 2017). Além
da adogao do sistema PSS, os inoculantes bacterianos emergem como uma
alternativa promissora para obter material vegetal saudavel e produtivo de
maneira sustentavel. Esta pratica apresenta-se como uma alternativa para
reduzir a dependéncia de fertilizantes minerais, frequentemente utilizados em
larga escala (MBURU, 2021).

Microrganismos presentes no solo podem ser selecionados e
empregados para promover o desenvolvimento das plantas, destacando-se as
rizobactérias promotoras do crescimento das plantas (RPCPs) como simbiontes
benéficos capazes de influenciar diversas fases de crescimento e
desenvolvimento vegetal (LI, Mingjia et al., 2022).

Dentro deste grupo de rizobactérias, a espécie Bacillus subtilis (B.subtilis)
exerce efeitos positivos no crescimento e desenvolvimento das plantas por meio
de mecanismos diversos, tais como a produgédo de acido indolbutirico (IBA),
siderdéforos, acido indol acético (IAA) e até mesmo a fixagdo do nitrogénio (via
co-inoculagao com rizébio) (Mahapatra et al., 2022).

Os beneficios da utilizacdo de B. subtilisnas plantacdes sdo notaveis,

especialmente pela producdo de enddsporos duraveis, o que favorece a



qualidade nutricional do solo, reduzindo a necessidade de fertilizantes quimicos
devido ao aumento da eficiéncia de absorcéo pelas plantas (STULKE, Jorg et
al., 2023).

A aplicacao de Bacillus subtilis em plantagdes, como na cana-de-agucar,
vai além do objetivo de simplesmente promover o crescimento vegetal. Seus
mecanismos simbidticos com as plantas ndo apenas contribuem para aumentar
a capacidade de sobrevivéncia frente a estresses bibticos e abidticos, mas
também demonstram a capacidade de mitigar os efeitos indesejados dos
fertilizantes minerais, promovendo uma pratica agricola mais sustentavel e
minimizando impactos adversos no solo (Sun, Bo et al., 2020; Gilhar et al., 2022).

Compreender as formas pelas quais a aplicagao de B. subtilispode alterar
o proteoma da planta e de que maneira ele age em diferentes cultivares de cana-
de-agucar pode fornecer informacdes valiosas. Se seu desempenho apresentar
variacoes significativas de acordo com a cultivar a qual esta associado, e como
ele é capaz de alterar o desempenho das principais vias metabdlicas, sao
aspectos que merecem investigagdo mais aprofundada (LI, Ao-Mei et al., 2023).

Estudos recentes, como o de Fonseca et al. (2022), destacam a eficacia
do Bacillus subtilis na mitigacao dos efeitos negativos do déficit hidrico em cana-
de-agucar (Saccharum spp.), resultando em uma melhor otimizagéao e eficiéncia
no uso da agua. A compreensdo dos genes, proteinas e mecanismos
moleculares envolvidos nesses beneficios impulsiona o desenvolvimento de
novas metodologias aplicaveis a agricultura, aprimorando os parametros

fisioldgicos nas plantagbes de cana-de-agucar (Saccharum spp.).
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2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
e Avaliar a influéncia do Bacillus subtilis no crescimento e desenvolvimento da

cana-de-acucar.

2.2 Objetivo Especifico
e Avaliar o crescimento e desenvolvimento de dois cultivares comerciais de cana-

de-agucar, RB041443 e RB92579, sob a inoculacdo ou ndo de B. subtilisem
comparagao a utilizagédo de fertilizantes e adubo.

e Avaliar expressdo génica de cana-de-agucar na interagdo com B.subtilis.

e Identificar e selecionar proteinas diferencialmente acumuladas (DAPSs)
potencialmente associadas a interacao cana x B.subtilis.

e Correlacionar as proteinas identificadas com maior crescimento utilizando

ferramentas de bioinformatica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cana-de-agucar
As primeiras evidéncias da existéncia da cana-de-acucar que se tem noticias,

foram encontradas nas escrituras mitolégicas dos hindus e nas Sagradas Escrituras.
Eram consideradas remédio ou até mesmo artigo de luxo no século XVII. A cana-de-
agucar (Saccharum spp.) pertence a familia Poaceae com sua origem pertencendo ao
Sudeste asiatico (Daniels e Roach, 1987). A responsabilidade pela propagacao na
Africa, Europa e por todo mar mediterraneo, foram constituidas pelos arabes (Cesnik,
2007).

Aproximadamente 30 anos ap6s a chegada dos portugueses no Brasil, Martim
Affonso de Souza trouxe a primeira muda de cana-de-agucar para o Brasil, e ja no
final do século XVI, o Brasil era considerado o maior produtor e fornecedor mundial
de acucar do mundo, com uma produgao anual estimada em 6000 toneladas, das
quais cerca de 90% eram exportadas para Portugal e Europa (Fernandes, 2020).

Sua implementagdo no Brasil esta ligada ao fato da prépria histéria de
desenvolvimento do nosso pais, na qual participava do processo apenas de
transformagdo em agucar, mas hoje em dia, possui grande destaque também na
produgao de etanol (Fernandes, 2020). Com diversos produtos adjacentes da cana-
de-agucar, 0 agucar e o etanol sdo os mais procurados e com maiores poderes no
desenvolvimento econdmico mundial, e o Brasil segue sendo lider em tais produgdes
(Cesnik, 2007).

Em 1970, o Brasil testemunhou um notavel avango na produgao de cana-de-
agucar, impulsionado por iniciativas governamentais. Um marco crucial ocorreu em
1975, com o lancamento do programa PROALCOOL. Este programa ambicioso foi
concebido com o propésito de reduzir a dependéncia do Brasil em relagao ao petroleo,
resultando em ganhos substanciais em diversas esferas, incluindo a econémica,
ambiental e tecnologica.

A cana-de-agucar (Saccharum spp.), é a cultura que mundialmente apresenta
um dos maiores rendimentos devido ao metabolismo C4 e ciclo de vida perene sendo
a principal matéria-prima para a fabricagdo de agucar e etanol (Nayak et al., 2014,
Santos e Diola, 2015). Somente no Brasil, a produtividade estimada para safra
2024/2025 ¢é de 685,86 milhdes de toneladas (Conab, 2024).

Seu cultivo comercial ocorre com todas as suas cultivares existentes hoje em

dia, entre aproximadamente mais de 70 paises e territérios, entre eles estdo os
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maiores produtores, sendo o Brasil, China e india. E com grande importancia
econOmica, o Brasil é responsavel por cerca de 50% de todas exportagées mundiais
do agucar correspondem do Brasil (Unica, 2024).

De acordo com o levantamento da Conab (2024), estima-se que a producéo de
acucar no Brasil na safra de 2024/2025 deve chegar a 46,29, milhdes de toneladas,
enquanto a producgao de etanol para a mesma safra deve chegar a 34,18 bilhdes de
litros, um crescimento de 5,9% comparada a safra anterior.

As cultivares de cana-de-acucar podem ser classificadas de acordo com suas
caracteristicas de crescimento e desenvolvimento, uma vez que essas caracteristicas
podem se destacar ou serem menos evidentes de acordo com a regido geografica que
ela for plantada, e das condi¢cbes que envolvem a planta para seu desenvolvimento
(Silva, 2021).

A cana-de-acucar, assim como qualquer outra planta, esta exposta a diversos
fatores bidticos e abidticos, que podem prejudicar sua produtividade causando
impactos significativos na economia nacional e internacional (Wang et al., 2020). Dada
a relevancia dessa cultura, o Brasil tem aumentado seus investimentos na engenharia
genética de novos cultivares mais resistentes e com maiores produtividades, no quais
estdo envolvidos varios programas de instituicdes publicas, como a RIDESA (Rede
Interuniversitaria de Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro), CTC (Centro de
Tecnologia Canavieira), IAC (Instituto Agronémico de Campinas) e a empresa
CanaVialis (Almeida, 2015).

A complexa dicotomia entre produtividade e sustentabilidade na cultura da
cana-de-agucar € um tema que suscita grande interesse nos programas de
melhoramento genético. O foco estd no desenvolvimento de cultivares mais
adaptadas as condigbes especificas de cada regido, capazes de demonstrar
respostas positivas diante de diversos estresses, como patdégenos, pragas, variagoes
climaticas, salinidade e déficit hidrico. Este desafio estimula a busca por solugcdes
inovadoras que conciliem eficiéncia produtiva com praticas sustentaveis, visando um
equilibrio entre os aspectos econdmicos e ambientais da producao de cana-de-agucar
Farhate et al., (2020).

3.2 Importancia econdmica da cana-de-agucar
De acordo com a Conab (2024), a producado nacional de cana-de-agucar na

safra de 2024/2025 no Brasil tem estimativas de 685,86 milhdes de toneladas. A
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regido Sudeste ganha destaque, sendo a maior regido produtora nacional, com uma
producdo que pode chegar a 442,74 milhdes de toneladas, enquanto a regido
nordeste deve se manter proxima a estabilidade, com aproximadamente uma
producdo de 56,65 milhdes de toneladas.

Devido as diferengas climaticas entre as regides com maiores produgdes de
cana-de-agucar no Brasil, € possivel que haja a colheita durante o ano todo. Enquanto
na regiao Centro-Sul as colheitas ocorrem entre os meses de abril e novembro, € na
regidao do Norte-Nordeste as colheitas ocorrem entre os meses de setembro a
fevereiro (Carvalho, 2022).

A partir da cana-de-agucar, é possivel se ter como seus principais
processamentos o agucar e o etanol. Mas sua industrializagdo vai muito além da
producdo desses dois derivados, € possivel se obter de outros subprodutos com
grandes importancias econémica para o pais, tais como bagago, que podem ser
utilizados para a alimentagao animal, ou para a produgdo de energia renovavel, a
vinhaga, que é reaproveitada na fertirrigacdo de canaviais, que se tem uma grande
disponibilidade de nutrientes (Miranda-Stalder & Burnquist, 1996).

O Brasil segue ganhando o ranque de maior produtor de cana-de-agucar do
mundo, no qual possui um leque extenso em suas exportagcdes de seus derivados,
tanto nacionais, quanto internacionais. Na produg¢ao de etanol, o Brasil tem posicao
de segundo maior produtor, perdendo somente para os Estados Unidos (Vidal, 2020).

A industria sucroenergética do Brasil desempenha um papel significativo na
economia, contribuindo com cerca de 10% do PIB agricola nacional e 2% do PIB total.
E possui grandes estimativas de largas escalas crescentes de produtividade ao longo
dos anos no Brasil (Figura 01). Essa cadeia produtiva movimenta anualmente

aproximadamente R$40 bilhdes em transagbes econémicas (Unica, 2019).
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Figura 1 - Produtividade atingivel de cana-de-agucar em diferentes zonas homogéneas do Brasil ao
longo de 30 anos para cada zonas homogéneas. Fonte: CONAB, 2024.

No ano de 2017 no Brasil, foi criado uma politica publica, chamada de Politica
Nacional Biocombustiveis (RenovaBio), que tem como objetivo a visdo da de um pais
com mais iniciativas para implementacao de biocombustiveis sendo utilizado dentro
da nacionalidade, a fim de maior sustentabilidade tanto econdémica, social, quanto
ambiental. Esta politica permite que haja uma maior produgao de etanol no pais, além

da diminui¢cao de carbono por transportes brasileiros (Cepea, 2018; Unica, 2019).

3.3 Variedades de Cana-de-Acgucar
As variedades de cana-de-agucar representam cultivares desenvolvidos para

atender a diferentes condigdes agroecoldgicas e demandas produtivas, que podem
ser organizadas pela alta produtividade, resisténcia a estresses bibticos, e adaptagao
a condigdes abioticas, como fatores climaticos e de solo. Elas resultam de programas
de melhoramento genético que combinam caracteristicas desejaveis, como teor
elevado de sacarose, vigor vegetativo e tolerancia a estresses abidticos. Além disso,

a escolha da variedade ideal desempenha papel crucial para maximizar a eficiéncia
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produtiva e sustentavel do cultivo, especialmente em sistemas agricolas influenciados
por fatores bidticos e abidticos regionais (YARA BRASIL, 2024; NUNES, 2020).
Dentre as variedades cultivadas pelo pais, algumas sdo comumentes mais
encontradas cultivadas em regides especificas, do que outras cultivares, a variedade
RB92579, é a mais cultivada no Brasil durante os ultimos 15 anos, com cerca de
15,7% da area recenseada com cana no Brasil, amplamente cultivada no estado de
Séao Paulo, seguido de Goias e Minas Gerais (AGROADVANCE, 2024) (Figura 02-A).
Ela é uma cultivar que apresenta um desenvolvimento lento, alto teor de sacarose,
com aspecto manchado e pouca cera, apresentando coloragédo roxa quando exposto
ao sol amarelo-esverdeado sob a palha. Possui entrends de comprimento e didmetro
médios, despalha dificil, gemas pouco salientes, folhas largas com pontas curvas e
auséncia de jogal. A variedade apresenta resisténcia intermediaria ao carvéo,
ferrugem alaranjada e escaldadura, sendo tolerante a ferrugem marrom. Além disso,

demonstra resisténcia ao mosaico (RIDESA, 2022).

Figura 2 - Imagem ilustrativa de cana-de-acgucar da variedade RB92579 A e RB041443 B.

A RBO041443 possui relevancia nas areas do Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste. E uma variedade com alta produtividade agricola, um desenvolvimento

rapido, com habito de crescimento ereto, apresenta boa quantidade de cera, quando
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exposta ao sol, e alto teor de sacarose, indicada para colheitas realizadas no meio e
final da safra. E recomendada para plantio em areas de sequeiro com irrigacdo de
sobrevivéncia, apresentando rapida velocidade de crescimento. Demonstrou
resisténcia ao nematoide Meloidogyne incognita, bem como a ferrugem alaranjada e
ao carvao (RIDESA, 2022) (Figura 02-B).

3.4 Melhoramento genético de cana-de-agucar
O desenvolvimento genético da cana-de-agucar teve inicio no final do século

XIX, em estreita relagdo com o avanco do processo de plantio. A medida que as canas
eram cultivadas, surgiam a necessidade de cultivars com caracteristicas cada vez
mais aprimoradas e adaptaveis. A india destaca-se como um dos principais centros
de germoplasmas saccharum, englobando espécies como as dos géneros
Saccharum, Erianthus, Sclerostachya, Narenga e Miscanthus (Ram et al., 2022).

No Brasil, o melhoramento genético de cana também teve inicio no final do século
XIX, foi o periodo que o intercambio de materiais ganhou forgas, no qual tinham o
objetivo de buscar melhores cultivares, que possuem caracteristicas mais desejaveis,
como uma maior produtividade (Bezerra, 2018). Com o acesso a diferentes materiais,
surgiu entdo a possibilidade de realizar cruzamentos com diferentes espécies, que
resultaram em Hibridos interespecificos que possuiam uma diversidade de
caracteristicas (Bezerra, 2018).

3 programas hoje em dia sdo voltados para o melhoramento de culturas, Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA), Centro
de Tecnologia Canavieira (CTC) e Instituto Agronémico de Campinas (IAC) que
surgiram devido a implantacao de 2 programas em Pernambuco que foram pioneiros,
localizados nas cidades de Escada e Curado. Os cultivares que sao produzidos por
cada programa recebe uma classificagao diferente, e as siglas sédo: IAC, CTC, RB, CV
(MATSUOKA et al., 2005; BRESSIANI et al., 2006).

Os programas de melhoramento genético da cana-de-agucar tém como
objetivo buscar e desenvolver cultivares com o maior numero possivel de
caracteristicas agroindustriais favoraveis para cada regiao de cultivo, dentre as quais
se destacam: alta produtividade, elevado acumulo de sacarose, bom perfilhamento,
crescimento rapido, habito de crescimento ereto, auséncia de florescimento e de
isoporizagdo, boa brotacdo de soqueira, ampla adaptabilidade e estabilidade,

tolerancia a estresses, resisténcia as pragas e doencgas, entre outras (Souza, 2021).
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Os esforcos em diregcao ao desenvolvimento de cultivares de cana-de-agucar
mais adequadas aos interesses econdmicos e as necessidades humanas resultaram
em avangos significativos nessa cultura, tornando-a uma das mais avangadas em
termos de melhoramento genético, atualmente, as cultivares hibridas sé&o
predominantes nesse contexto (Pati et al., 2023).

Um dos sistemas que fazem parte do melhoramento genético de cana-de-
agucar para a selegcao da prépria, € o sistema de Mudas Pré-Brotadas-MPB (Figura
03), desenvolvido pelo Instituto Agrondmico de Campinas-IAC (Landell et al., 2012).
Esta selecao de novos cultivares de cana-de-agucar € subdividida em quatro etapas,
elas sdo: hibridacao, sele¢céo na populagao segregante, selecdes clonais e validacao
(Xavier et al., 2016).

Figura 3 - llustragdo de Mudas Pré-Brotadas. Fonte: Autor.

3.5 Bactérias Diazotroéficas
O crescimento saudavel das plantas requer a presenga de alguns

macronutrientes essenciais, dos quais o0 nitrogénio destaca-se como um elemento
fundamental. Este elemento é crucial para diversas biomoléculas essenciais, tais
como ATP, NADH, NADPH, clorofila, aminoacidos, proteinas e uma cultivar de
enzimas (Thiebaut et al., 2022), desempenhando assim um papel central no
desenvolvimento e funcionamento adequado das plantas.

As bactérias diazotroficas estabelecem uma interacdo simbidtica crucial com

as plantas, na qual sao capazes de colonizar as raizes e outros tecidos internos



22

vegetais, desempenhando um papel fundamental no seu desenvolvimento e
crescimento. Por meio de mecanismos diretos e indiretos, essas bactérias tém a
capacidade de aprimorar a absorcdo de nutrientes do solo, solubilizar fosfatos,
produzir e liberar fito-horménios para o hospedeiro, conferir resisténcia contra
patdgenos e, notavelmente, fixar nitrogénio, enriquecendo assim a nutricdo das
plantas. (Mandon et al., 2021).

No entanto, o nitrogénio em sua forma natural na rizosfera é escasso para as
plantas, o que dificulta a continuidade desses mecanismos e afeta o desenvolvimento
das plantas. Isso ressalta a importancia crucial dessa relagédo simbidtica para a saude
e produtividade das plantas, destacando o papel fundamental das bactérias

diazotréficas no ecossistema vegetal (Thiebaut et al., 2022) (Figura 04).

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

@ y 0 Nitrogénio atmosférico
) metabolizado pelos rizébios,
: sofre amonificagdo (NH.*) e
nitrificagdo (NO,) e assim
pode ser assimilado e utilizado
pelas plantas.

0 N: é captado pelas
bactérias que
colonizam as raizes
das plantas.

© @

As bactérias fixadoras de nitrogénio
(rizobium) invadem as raizes, se
multiplicam, e foram nédulos
radiculares, vivendo em simbiose.

AGREADVANCE

Figura 4 - Fixagdo de nitrogénio por bactéria diazotrofica. Fonte: AGROADVANCE, 2022.

3.6 Rizobactérias Promotoras de Crescimento
Rizobactérias Promotoras de Crescimento (RPCPs) sdo microrganismos que

habitam a rizosfera, a regiao do solo onde as raizes se desenvolvem, sendo o principal
local de absorcao de nutrientes pelas plantas. Elas podem estabelecer associagdes
tanto no interior quanto no exterior das plantas, proporcionando efeitos benéficos a
esses organismos vegetais. Durante o mutualismo, as RPCPs demonstram a
capacidade de influenciar positivamente as caracteristicas do solo e o

desenvolvimento das plantas (Teng, Zuting, 2023).
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No contexto do crescimento das plantas, essas bactérias atuam diretamente
devido aos seus mecanismos, como a fixagdo de nitrogénio no solo, producao de
acido cianidrico, liberagao de fitohormonios reguladores do crescimento, bem como a
liberagéo de enzimas, como ACC-deaminase e peroxidase (Figura 05). Além disso,
elas mostram habilidades de solubilizar fosfato e desempenham um papel crucial no

metabolismo nitrogenado das plantas (Carneiro et al., 2023).

1) Fixagdo Biolégica de Nitrogenio Il) Solubilizagédo do Fosfato Ill) Producdo de Sideréforos

4N Bactérias Promotoras g Nodulos de (@ Fosforo @ Fosforo Sideréforos
222 do Crescimento leghemoglobina Ativo Inativo

Figura 5 - Representacdo esquematica de bactérias promotoras de crescimento usados como Biofertilizantes 1)
Fixagéo biolégica do nitrogénio, transformando o N2 atmosférico em NO3 - (nitrato) e NH4 + (amonia) disponiveis
para a planta. Il) Solubilizagéo de fosfato

Reconhecidas como excelentes bioestimulantes, as RPCPs desempenham um
papel crucial na disponibilizacdo de nutrientes no solo, na melhoria da estrutura do
solo, no estimulo ao crescimento vegetal e na protegcao contra agentes patégenos.
Essas bactérias podem ser categorizadas em dois tipos: as que colonizam os tecidos
vegetais, denominadas endofiticas, e aquelas que ndo colonizam esses tecidos,
conhecidas como nao endofiticas (Carneiro et al., 2023).

Elas podem desempenhar um papel importante na protecado dos organismos
vegetais contra estresses bioticos e abidticos, os quais, frequentemente, resultam em
grandes perdas de crescimento e produtividade vegetal. Em relagdo aos estresses
abidticos, as RPCPs, por meio de seus mecanismos, podem aumentar a resisténcia
contra fatores-chave, como a agua, luminosidade e temperatura (Chieb et al., 2023).

Muitos fatores bidticos podem levar os organismos vegetais a enfrentarem
problemas semelhantes de perda de produtividade e falta de crescimento, como
insetos, algumas bactérias patogénicas e virus. Em casos extremos, a planta pode

nao resistir ao estresse e morrer. Os mecanismos pelos quais as rizobactérias se
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associam as plantas sem serem confundidas por esses agentes prejudiciais estao
relacionados aos sistemas de reconhecimento imunolégico inato (Vismans et al.,
2022; Zhu et al., 2022).

Assim como os animais, as plantas possuem um sistema imunoldgico inato
capaz de identificar organismos estranhos. Através do sistema de defesa, as plantas
estabelecem que tipo de relagcédo sera associada a esses organismos estranhos que
foram capazes de ativar o sistema, determinando se ocorrera uma relagéo benéfica
de mutualismo ou mesmo uma relagao contra agentes patogénicos. Elas sdo capazes
de reconhecer padrées de moléculas associadas a organismos patogénicos ou nao
patogénicos (Zhu et al., 2022).

Com os receptores capazes de reconhecer os certos tipos de padrdées moleculares
especificos que sdo associados a determinados tipos de organismos, as plantas
identificam que tipo de organismo ativa o seu sistema imune, e assim, pode proceder
se ira ou nao desencadear agdes contra agentes patogénicos. As rizobactérias podem
desencadear respostas de defesa nas plantas que sao transitérias e leves, permitindo
relagcbes reciprocas, ao contrario das respostas dos agentes patogénicos, que séo
mais severas. Uma das moléculas produzidas pelas rizobactérias responsaveis € a
quorum sensing (AHLs) que podem regular a expressao génica e o crescimento das

raizes, diferenciando-as de patégenos (Zhu et al., 2022).

3.7 Bacillus subtilis
Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva aerobia, desprovida de

atividade patogénica, comumente encontrada no solo, especialmente na rizosfera,
onde frequentemente estabelece associagdes benéficas com as plantas. Ao longo
das ultimas décadas, tem sido objeto de intensa pesquisa, tornando-se uma das
bactérias Gram-positivas mais estudadas. Dessa forma, ha uma abundancia de
conhecimento sobre suas propriedades moleculares e genéticas, facilitando estudos
in vitro (Arnaouteli et al., 2021).

Esta bactéria demonstra uma notavel habilidade em formar enddsporos
resistentes sendo capaz de produzir uma ampla cultivar de metabdlitos secundarios
por meio de suas cepas. Essa versatilidade a torna uma aliada valiosa em diversas
aplicagdes, como nas areas alimenticia, industrial, animal e biolégica, destacando-se
também por sua capacidade de formar biofilmes que possuem diversas aplicagdes
(Caulier et al., 2019).
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Por se tratar do género Bacillus (Figura 06), o mais abundante presente na
rizosfera, a espécie Bacillus subtilis torna-se o organismo modelo padrdo para o
estudo de organismos que possuem a capacidade de produgéo de biofilme, produgéo
de metabdlitos secundarios, esporulagdo, fixacdo das raizes a planta, e
desenvolvimento de biofilmes, tornando-se um alvo promissor para a agricultura
(Blake et al., 2021).

Figura 6 - Esporos e células vegetativas de B. subtilis. (a) microscopia de contraste de fase, (b)
microscopia eletrénica de varredura. Fonte: EMBRAPA, (2020).

Esta espécie tem sido estudada em varios contextos, mostrando grande
potencial para promover o crescimento das plantas e melhorar a saude do solo.
Através de suas atividades, como a producdo de metabdlitos secundarios, ela pode
aumentar a disponibilidade de nutrientes para as plantas, como fosforo, nitrogénio e
potassio Tabela 01. Estudos demonstraram que Bacillus subtilis pode melhorar a
absorcgao de fosforo em até 40%, enquanto contribui para a mobilizagado de potassio
e outros micronutrientes, proporcionando um crescimento mais robusto das plantas
(Arnaouteli et al., 2021; Blake et al., 2021).

Tabela 1 - Melhoria na planta utilizando Bacillus subtilis.

Nutriente Percentual de Aumento a s
Referéncia

Nitrogénio (N) Até 20% Didonet et al., 1996

Fésforo (P) Aumento significativo

Contreras-Cornejo et al.,
2016

Potassio (K) Aumento significativo Calvo et al., 2017
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Zinco (Zn) Aumento significativo Kundan et al., 2015

Ferro (Fe) Aumento significativo Santoyo et al., 2012

A capacidade de Bacillus subtilis de secretar enzimas que degradam substratos
variados e a producado de biofilmes também facilita a sua agdo como agente de
biocontrole, com eficacia comprovada contra fungos e bactérias patogénicas. Em
ensaios de campo, foi observado que a presenca dessa bactéria pode reduzir a
incidéncia de doengas fungicas em até 50%, contribuindo para a protegéo das plantas
e melhorando a resisténcia a estresses ambientais (Lucke et al., 2020; Caulier et al.,
2019).

Além disso, Bacillus subtilis promove a sintese de fito-horménios como auxinas
e giberelinas, que atuam diretamente na promogao do crescimento vegetal. Estima-
se que a producgao de auxinas por Bacillus subtilis pode aumentar o enraizamento de
plantas em até 25%, promovendo maior vigor vegetativo e maior resisténcia a
estresses bidticos e abidticos (Blake et al., 2021). A inoculagdo com essa bactéria tem
mostrado resultados positivos em varias caracteristicas morfolégicas da cana-de-
agucar, como o aumento no crescimento das raizes, maior numero de colmos e maior
peso de colmo. Em um estudo realizado com cana-de-agucar sob estresse hidrico, a
aplicacao de Bacillus subtilis resultou em melhores parametros de fotossintese, maior
eficiéncia no uso da agua e maior desenvolvimento das raizes, além de maior
crescimento e peso nos colmos (Caulier et al., 2019).

Além dos beneficios em termos de nutrigdo e controle de doengas, Bacillus
subtilis também contribui para a melhoria da saude do solo e da planta, ajudando a
aumentar a concentragcao de clorofila, reduzir o estresse oxidativo e melhorar a
capacidade de resisténcia da planta a doencgas e estresses ambientais (Lucke et al.,
2020; Blake et al., 2021).

3.8 Analise Proteémica
No campo das ciéncias dmicas, é possivel encontrar quatro principais grupos de

estudos em niveis especificos, como a Gendmica, que tem funcdo de analisar o
genoma de diferentes espécies; a Transcriptdbmica, que analisa os transcritos; a
Protedmica, que analisa o proteoma de uma determinada célula, tecido ou até mesmo
de uma determinada amostra bioldgica; e por fim, a Metabolémica, que analisa os

metabalitos produzidos pelas células (Manzonnil et al., 2018).
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A Protedmica é uma area de pesquisa abrangente que se dedica ao estudo em
larga escala de conjuntos de proteinas. Dada a vasta gama de fungbes que as
proteinas desempenham nas células, incluindo catalise de reagdes bioquimicas,
sinalizagao, transdugdo de sinais, suporte estrutural e transporte de moléculas, a
Protebmica desempenha um papel crucial na investigagdo dessas moléculas
fundamentais. Este campo examina as propriedades estruturais, funcionais e
dindmicas das proteinas, proporcionando avangos significativos nas pesquisas das
ciéncias bioldégicas (Kustatscher et al., 2022).

As proteinas sdo macromoléculas constituidas por sequéncias especificas de
aminoacidos. Seu processo de sintese é coordenado pela tradugdo da informagao
genética contida no DNA. Nesse processo, o DNA é transcrito para um RNA
mensageiro, que, por sua vez, € traduzido em sequéncias de aminoacidos pelos
ribossomos. A sequéncia especifica de cada aminoacido e a identidade de cada um
sdo cruciais para garantir uma tradugdo precisa e, consequentemente, para a
formacéao da proteina especifica (Schramm et al., 2020).

As proteinas possuem um papel crucial nos organismos vivos, uma vez que
sdo elas que estdo a frente dos principais processos bioldgicos, como produgao de
energia, defesa celular, regulacao e sinalizagao, transporte de moléculas entre outras,
e a medida que estudos dos proteomas vao ganhando forga, a compreensao e o
entendimento dos funcionamentos biolégicos se tornam mais amplos (Almeida, 2015).

Por meio do conhecimento adquirido em estudos protebmicos, torna-se
possivel obter informacdes cruciais e aprofundar nossa compreensdo sobre os
principais processos de modificacbes pods-traducionais. Esse entendimento nao
apenas propicia avangos na biologia, mas também abre portas para uma integragao
mais ampla com disciplinas como quimica, genética e informatica. Assim,
conseguimos explorar de maneira mais precisa o funcionamento dos processos
bioldgicos, desvendando sua complexidade de forma mais efetiva (Almeida, 2015).

A Protedmica, por meio de seus progressos metodoldgicos, possibilita a
aplicacao integrada da eletroforese bidimensional, acoplada a espectrdmetro de
massas para categorizar e identificar peptideos potenciais presentes em bancos de
dados. Mais recentemente, com o avango da tecnologia, tornou-se viavel empregar a
nanocromatografia liquida de ultraperformance em conjunto com o espectrémetro de
massas para analises tanto quantitativas quanto qualitativas de proteomas (Almeida,
2015).
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3.9 Eletroforese bidimensional 2D-PAGE
A analise do proteoma geralmente é realizada utilizando uma combinagao de

eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE) e Espectrometria de Massas (MS). A
2D-PAGE envolve duas técnicas ortogonais de separagao. Esta técnica se baseia em
algumas estampas, onde na primeira as proteinas s&o separadas de acordo com o
seu ponto isoelétrico, através da técnica de focalizagao isoelétrica. Através da técnica
de focalizagdo isoelétrica é possivel categorizar duas variagdes,uma na qual ha a
utilizacado de carreadores de anfoteros, e a segunda, que utiliza o gradiente de pH
imobilizado. Na segunda etapa, as proteinas s&o separadas com base na sua
mobilidade eletroforética através da técnica SDS-PAGE. Apdés a separagdo, as
proteinas podem ser identificadas e quantificadas por diferentes métodos de
coloragcédo, com coomassie, prata ou fluorescéncia (Meleady, 2018).

Na abordagem proteémica que utiliza gel 2D-PAGE, a fase de eletroforese
bidimensional (2D) é considerada a mais trabalhosa e central de todo o processo. E
durante essa etapa que se realiza a analise quantitativa, fundamental para identificar
proteinas com expressao diferencial (DEPs), as quais servem como base para a
selecao de pontos de interesse. Essa selecdo desempenha um papel crucial na
preparacao para a analise subsequente por espectrometria de massas, influenciando
diretamente os resultados obtidos nesta etapa (Ono et al., 2024). Além disso, essa
metodologia oferece uma visdo abrangente do comportamento proteico em diferentes
condi¢bes, auxiliando na identificacdo de mudancas na expressao de proteinas

relevantes para estudos biomédicos e funcionais.

3.10 Interagao planta-microrganismo
Os estudos de analise protedmica em cana-de-agucar geralmente estdo

focados a algum tipo de estresse, ou a associagdo de algum microorganismo
patogénico, seja ele virus, bactéria ou fungo, como estresse por patogenicidade
(Singh et al., 2019), estresse de salinidade (Chiconato et al., 2021), estresse de altas
temperaturas (Gomathi et al., 2024) e estresse abidtico (LI, Ao-Mei et al., 2023).
Compreender os mecanismos pelos quais ocorrem as mudangas nas
expressoes proteicas da cana-de-agucar infectada com o Bacillus subtilis, € essencial
para entender os processos pelos quais a bactéria influéncia nessas mudancgas. As
proteinas alteradas podem ocorrer em diversos 6rgéos da planta, como as folhas,

caule e a raiz. (Planchon et al., 2021; Thumanu, Kanjana et al., 2015).
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As analises protéicas sao capazes de identificar as alteragdes nas abundancias
proteicas juntamente com a identificacdo dos tipos de peptideos diferencialmente
alterados, no qual podem estar relacionados a diferentes fungdes na planta, sendo
defesa, metabolismo secundario, desenvolvimento da planta, metabolismo secundario
ou regulacao de hormdnios vegetais (Blake et al., 2021).

A analise protedmica com esse tipo de interacdo planta/bactéria pode ajudar
na compreensao de como as bactérias burlam o sistema de defesa da planta, ja que
as plantas possuem um sistema imune altamente poderoso contra patégenos, o que
ira responder se essa interacdo sera suscetivel ou ndo dependera das proteinas na
qual a bactéria secreta e se sera capaz de passar contra o mecanismo de defesa da
planta (Mehta et al., 2008).

O estudo da protedbmica em cultura de cana-de-agucar com a inoculagcdo do
Bacillus subtilis é pouco relatada, e a identificacdo de peptideos produzidos
diferencialmente pela planta com a inoculagdo da bactéria, pode contribuir para o
entendimento do funcionamento dos mecanismos das vias metabdlicas nas quais elas
estdo envolvidas, e compreender quais proteinas contribuem para o melhor
desenvolvimento da e defesa da planta (LI, Ao-Mei et al., 2023).

Embora os estudos de protebmica em cana-de-agucar com associagao de
bactérias tenham avangado nos ultimos anos, existem lacunas que precisam ser
compreendidas nos mecanismos moleculares dessa associacao. Proximas pesquisas
protebmicas podem focar na integragdo de outras técnicas Omicas, como
metabolémica e transcriptémica, para obter informag¢des mais abrangentes, conseguir
organizar e ser capaz de interpretar melhor todas as informacdes coletadas por essas
técnicas (Li et al., 2020).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material Vegetal e Inéculo
Os cultivares de canas-de-agucar foram escolhidas de acordo com suas

caracteristicas contrastantes, indicadas pelo catalogo disponivel da RIDESA (RIDESA
2024), no qual a cultivar RB92579 (Figura 07 A) possui desenvolvimento lento, com
maturagcdo meédia tardia, e um teor de sacarose alto, enquanto a cultivar RB041443
(Figura 07 B), possui um desenvolvimento rapido, alto teor de sacarose. A cepa de
B. subtilisQST713 foi obtida via produto comercial gentilmente cedido por produtores
de cana-de-agucar do municipio de Primavera, PE, com concentragdo de 200 g.kg™,
em suspens3o liquida (10" UFC.ml"). Essa formulagéo facilita a dissolugdo em agua,
garantindo aplicagdo homogénea. A escolha do fornecedor e da concentragao visou
garantir a eficacia do Bacillus subtilis nos estudos agrondmicos, destacando sua

importancia no crescimento de plantas e controle de patdégenos.

Figura 7 - Figura (A) Imagem ilustrativa da cultivar RB 92579. Figura (B), imagem ilustrativa da cultivar
RB041443. Fonte: RIDESA 2010.

4.2 Caracterizagao do local do experimento

O experimento foi conduzido em uma area aberta no Centro Académico de Vitdria -

CAV - Universidade Federal de Pernambuco, localizado na cidade de Vitéria de Santo
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Antdo - PE. As coordenadas geograficas da universidade sao aproximadamente -
8.121747 para latitude e -35.29560 para longitude.

De acordo com a classificagao climatica de Koéppen (1936) Vitéria de Santo
Antao classifica-se com o clima tropical do tipo As, alternancia entre uma estag¢ao seca
e outra chuvosa, a temperatura média do més mais alta € em fevereiro com
aproximadamente 32°C, enquanto o més com a temperatura média mais fria € em
julho, chegando a entre 21°C. O experimento foi conduzido por um periodo de 6
meses, que contabiliza desde o inicio do plantio dos colmos 05/09/2023 até o corte

das plantas e coleta das amostras 08/03/2024.

4.3 Conducgao do experimento
Durante a realizagao do experimento, diversas etapas foram cuidadosamente

planejadas e executadas. As principais datas e topicos dessa conducdo estédo

detalhados na Tabela 02 abaixo:

Tabela 2 - Datas e Principais Tépicos da Condu¢ao do Experimento.

01/09/2023  Preparo dos vasos. Foi realizado um furo no fundo do vaso para a
evasao do excesso de agua; foram colocadas uma camada de brita,
e uma cobertura de TNT em cima das britas, apds isso, todo o vaso

foi preenchido com substrato.

05/09/2023  Plantio de 3 colmos das cultivares que correspondiam ao tratamento,
com um espagamento de 3 cm para cada colmo; e Aplicagado das
cepas de Bacillus subtilis, na solu¢ao de 0,3 L para cada 1 L de agua,

foi utilizada 3 L para vaso.
06/09/2023  Aplicacao do adubo em todos os vasos.

02/10/2023  Aplicagdo da segunda demanda das cepas de Bacillus subtilis, na

solugcédo de 0,3 L para cada 1 L de agua.

23/10/2023 Realizacdo do desbaste das canas, para serem deixadas apenas 2

plantas por vaso.
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09/03/2024  Realizacéo do corte da cana-de-agucar, e desmonte do experimento,

juntamente com o peso dos colmos e folhas verdes.

4.4 Andlise do solo
Foi utilizado um solo arenoso, obtido da Estagao Experimental de Cana-de-

acgucar do Carpina - EECAC — UFRPE, na qual foi uma realizada analise do substrato,
no intuito de avaliar os atributos quimicos e sua propriedade, como € possivel observar

na Tabela 03 as suas caracteristicas.

Tabela 3 - Analise do solo utilizado nos experimentos. Onde: H+Al: acidez potencial; SB: soma de
bases; CTC: capacidade de troca catidnica; V: saturagao de bases; C: C organico; M: saturagao de Al;
MO: matéria organica.

mg.dm pH cmolc.dm® %

Cu Fe Mn Zn P K Na A Ca Mg H+A SB CTC \Y C M M.O.
I

054 1245 42 15 1 51 02 02 020 38 28 593 71 130 546 141 269 243
3 7 1 0 2 4 3 0 7 3 6 2

4.5 Preparagao dos vasos para plantio
Foram utilizados vasos plasticos do tipo polipropileno (PP) de 60 L, antes do

plantio, os vasos receberam melhores condicdes para o crescimento da planta, os
vasos passaram por algumas preparagdes. Primeiramente na parte inferior de cada
vaso, foi feito um furo para que fosse colocado uma mangueira de 1 polegada no
tamanho de 15 cm de comprimento, para que a agua acumulada no fundo do vaso,
escoasse pela mangueira, e caisse dentro de uma garrafa PET de 1 litro (figura 08
A).

Foi realizada uma camada no fundo com cerca de 5 cm de pedra esmagada
(brita) do tipo 1, que sédo pedras menores, com fungado de facilitar o escoamento e
evitar a estagnacgao da agua (figura 08 B), sobre a brita, foi recortado no tamanho do
raio do vaso um tecido nao-tecido (TNT) (figura 08 C), com objetivo de evitar perda
de solo durante o escoamento. E, por fim, foi preenchido por completo com substrato

no qual foi plantado a gema da cana-de-agucar (figura 08 D).
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Cada vaso recebeu um codigo para identificagao de qual tipo de tratamento e
bloco se tratava a cana-de-agucar estava plantada, como por exemplo: T1 B1, esse
tipo de identificacédo significa que o vaso pertence ao tratamento 1, e ao bloco 1, e
assim foi feito para todos os vasos. Cada vaso foi submetido a capacidade de campo,
com o objetivo evitar o estresse por déficit hidrico, deixando os vasos em 100% da
capacidade de campo, ja que o objetivo do trabalho foi avaliar o desenvolvimento da
planta.

O solo obtido para o plantio foi adquirido de talhdes de cana-de-acucar da
EECAC, juntamente com a torta de filtro (fertilizante organico). Foi colocado em cada

vaso a propor¢ao de 3:1, aproximadamente 45 kg de solo para 15 kg de torta de filtro.

-

Figura 8 - Processo de Preparagdo dos Vasos: (A) Furo realizado no fundo do vaso com mangueira
conectada a uma garrafa PET. (B) Camada de pedra esmagada (brita) colocada no fundo do vaso. (C)
Cobertura da brita com tecido nao-tecido (TNT). (D) Preenchimento dos

4.6 Delineamento de experimento
O delineamento do experimento foi realizado em blocos ao acaso em esquema

fatorial 2 x 4 x 6, sendo 2 (cultivares) x 4 (condicdes de crescimento) x 6 (repeti¢cdes),

totalizando 48 unidades experimentais, descritas na Tabela 04.
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As condi¢des experimentais (tratamentos) foram distribuidas conforme descrito

na tabela a seguir:

Tabela 4 - Descrigao dos tratamentos aplicados nos experimentos com os cultivares de cana-de-agucar
RB041443 (crescimento rapido, R) e RB92579 (crescimento lento, L), variando o ambiente, inoculagao
com Bacillus subtilis, e adigdo de fertilizante.

Ambiente Tratamento Inoculacao Fertilizante Cultivares RB
B.subtilis 041443 (cresc.
rapido, R)
92579 (cresc.
lento, L)
1 1 - - R
2 - - L
3 - + R
4 - + L
2 1 + - R
2 + - L
3 + + R
4 + + L

O Bacillus subtilis foi fornecido utilizando o produto comercial (Doutro
agrénomo) (Bacillus subtilis linhagem QST713 minimo de 1x10" UFC/ml de ativo)
cuja concentragdo é 200,0 g kg', a formulagdo do produto € em liquido para ser

dissolvido na agua e ser utilizada.

4.7 Descricao do plantio das cana-de-agucar de controle
Foi utilizado rebolo de uma gema para o plantio. Realizou-se um sulco com

cerca de 25 centimetros no vaso, e foram plantados 3 rebolos do mesmo cultivar com

espagamento de 2 centimetros entre cada rebolo, os rebolos foram colocados no sulco
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transversalmente de forma que as gemas ficassem voltadas para o lado, para o melhor

desenvolvimento da planta que surgisse (figura 09).

Figura 9 - Preparagado das covas nos vasos, e plantio de 3 gemas de cada tratamento das gemas de
cana-de-agucar. Fonte: Autor.

Apos 2 meses do plantio, foi realizado um desbaste de mudas, foi verificado
em cada vaso a quantidade de plantas germinadas, e aqueles que possuiram mais de

2 plantas foram retiradas, para deixar em cada vaso, no maximo 2 brotas.

4.8 Descrigcao dos tratamentos com Bacillus subtilis
O produto comercial das cepas de Bacillus subtilis foi dissolvida em uma

concentracédo de 0,3 litros para cada 1 litro de agua, as gemas das duas cultivares
RB041443 e RB92579 na qual iriam ser aplicadas o tratamento com a bactéria,
ficaram submersas na solugéo de agua com Bacillus subtilis por cerca de 30 minutos
de acordo com o protocolo de Mazzucchelli et al., (2013) em uma concentragao de
100 g p.c.ha™! dentro de um balde esterilizado com capacidade de 5 L de agua e com

0,15 L do produto comercial (Figura 10).
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Figura 10 - Dissolugdo do produto comercial de Bacillus subtilis dentro de um balde esterilizado,
contendo 5 litros de agua e com 0,15 litros do produto, algando uma concentragéo de 100 g p.c.ha-1.
Fonte: Autor.

No momento do plantio das gemas das cana-de-agucar que iriam receber o
tratamento de Bacillus subtilis, foi aplicado no sulco a solugdo de 1 litro na
concentracdo de 100 g p.c.ha-1 para cada vaso que iria receber o tratamento da
bactéria. Ao total foi dissolvido 0,72 litros do produto comercial em 24 litros de agua,
para ser aplicado nos 24 vasos nas gemas referentes ao tratamento com a bactéria.

Apds 30 dias do plantio, uma nova aplicagédo do produto comercial foi realizada
NOsS mesmos vasos, nas mesmas concentracdes e nas mesmas quantidades que

foram aplicados no primeiro dia da plantagéo (figura 11).
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Figura 11 - Imagem dos brotos de cana-de-agucar apds 30 dias do plantio. Fonte: Autor.

4.9 Conducao do experimento
Todos os tratamentos foram suplementados de agua igualmente do inicio ao

fim do experimento. Inicialmente foi realizada uma saturagao de agua em todos vasos
até atingirem a capacidade de campo, e a partir de entao, foi determinado que os
tratamentos ndo iriam receber deficiéncia hidrica, se manteriam em 100% da
capacidade de campo (figura 12).

Os rebolos foram mantidos nos mesmos vasos até o final do experimento, na
qual eram identificados por codigos, e todos os dias era realizada a aplicagéo de agua
para que os vasos nao ficassem abaixo de 100% da capacidade de campo.

Apods 57 dias do plantio, quando as gemas brotaram, foi realizada a primeira
medi¢ao da altura do colmo, e assim seguiu a medi¢cao todos os dias até o final do
experimento. A medigdo da altura das plantas foi avaliada da base do colmo até a

folha +1, com o auxilio de uma fita métrica.
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Figura 12 - Vaso atingindo a capacidade de campo, momento em que o solo atinge sua capacidade
maxima de retencéo de agua, resultando no escoamento através do furo no vaso.

4.10 Avaliacao do crescimento
As caracteristicas avaliadas foram: altura do colmo (AC), didametro do colmo

(DC), numero de colmos (NC), massa fresca da parte aérea (MFPA) e teor de sélidos
soluveis (%Brix). A altura do colmo foi medida utilizando uma trena métrica de que vai
de 0 até 10 m, o didmetro do colmo foi medido utilizando um paquimetro digital de 150
mm, o numero de colmos foi avaliado por contagem, a massa fresca da parte aérea
foi pesada utilizando uma balanca digital, e o %Brix,, foi avaliado utilizando um

refratbmetro.

4.11 Analise estatistica
Os dados referentes as taxas de crescimento, quantificagdo de acumulagao e

quantificagao dos pigmentos fotossintéticos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia,
utilizando o software GraphPad Prisma 9.

A analise de variancia conjunta foi realizada em dois contrastes em esquema
fatorial: 0 ambiente no qual houve a aplicagéo de Bacillus subtilis e o outro ambiente

no qual ndo houve a aplicagao de B.subtilis.
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Através do teste de Hartley (>*QMR / <QMR), foi verificada a existéncia de
homogeneidades de variancias residuais, estabelecendo condigdes de se proceder a
analise de variancia conjunta de experimentos.

A anadlise de variancia conjunta de experimentos em cada ambiente,
considerando inoculacdo da bactéria e sem inoculagdo da bactéria foi realizada
segundo o modelo estatistico apresentado por Cruz (2006): Yik= p + (b/a)x+ ci + ck +
Caik t E€ijk

Onde: Yiik: observagao do i-ésimo cultivar, no j-ésimo bloco dentro do k-ésimo
ambiente;

u: média geral do ensaio;

(b/a)ik: efeito do bloco j dentro do ambiente k;

ci: efeito do cultivar i;

ak: efeito do ambiente k;

caik: efeito da interagao entre o cultivar i e o ambiente k e;

€ik: erro aleatorio associado a observacéo ijk.

Foram determinados como fixos, os efeitos de médias (u) e cultivares (c),
ambientes (a) e aleatodrios os efeitos do bloco (b), interagéo cultivar x ambientes (ca)

e o erro experimental (g).

4.12 Isolamento Bacteriano
O isolamento bacteriano foi realizado seguindo a metodologia de Zakavi et al.

(2022) com modificagdes. O meio de cultura Luria Bertani (LB) Bertani et al., (1951)
foi preparado e esterilizado a 120 °C por 20 minutos a, e as placas foram armazenadas
ATM a 4°C em sacos de polietileno. Para o isolamento das bactérias, 1 g de raizes foi
suspenso em 2 ml de soro fisiologico estéril (9% p/v NaCl) e agitado em vortex por 1
minuto. Apds esse tempo, 100 ul do sobrenadante foram utilizados para diluicbes
seriadas de 10" a 10. Cada nivel de diluigdo foi preparado em triplicata. Aliquotas
de 10ul das diluigbes 102 e 10 foram aplicados na superficie do meio solidificado e
espalhados por algas do tipo Drigalski, e incubados em posig¢ao invertida a 30°C por
1 a 3 dias na auséncia de luz.

Todos os instrumentos utilizados foram esterilizados, e todos os procedimentos
de diluicdo foram realizados dentro de camara de fluxo laminar vertical esterilizada.

As colbnias foram isoladas com base nas caracteristicas morfoldgicas (cor, formato,
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vista superior e lateral e diametro), conforme descrito por Zakavi et al. (2022),
utilizando uma alga calibrada estéril loop, apds 1 dia de incubacgao. O numero de cada
isolado foi expresso em unidades formadoras de col6nia por 1 g de amostra de raiz
(UFC.gM.

A suspensdo de B. subtilise a aplicagdo da bactéria foram feitas em duas
diluicdes para cada tratamento, 102 e 104. Também foram incluidos controles nas
placas: uma placa com aplicacdo de cepas de Bacillus subtilis e outra placa de

controle com agua estéril. As placas foram deixadas para crescer durante 1 a 3 dias.

4.13 Quantificagdo dos Pigmentos Fotossintetizantes
O teor de clorofila a, b, totais (a+b) e carotendides foi determinado por

(LICHTENTHALER, 1987). Todo procedimento foi realizado em ambiente fechado, na
presenca de luz verde, para evitar a degradagao da clorofila. Inicialmente 200 mg do
tecido vegetal foram macerados em N2 liquido, solubilizados em 10 ml de acetona
80%. Posteriormente, a solugéao foi filtrada em papel filtro qualitativo e as seguintes
absorbancias (ABS) foram lidas: 470, 646.8, 663.2 e 710 nm. Esses valores foram
utilizados nas equagdes abaixo para calcular a concentracdo dos pigmentos

fotossintetizantes:
Clorofila a (Ca) = 12,25.ABS663.2 — 2,79.ABS646.8
Clorofila b (Cb) = 21,50.ABS646.8 — 5,10.ABS663.2
Clorofilas totais C(a+b) = 7,15.ABS663.2 + 18,71.ABS646.8
Carotenoides (xantofilas + caroteno) = (1000.ABS470 — 1,82.Ca — 85,02.Cb) / 198
Feofitina (feo) = Clorofila a (Ca) = 12,25.ABS663.2 — 2,79.ABS646.8
-12,25.ABS663.2 — 2,79.ABS646.8 (apos acidificagcao do meio).
4.14 Extracao de DNA total
DNA total de amostras de raizes e folhas separadamente realizada através do

método CTAB Doyle & Doyle (1987) com modificagdes. Apos a extragdo, a pureza e

integridade do DNA foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 1%. Em
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seguida as amostras de DNA foram quantificadas em NanoDrop® 2000c, diluidas com

agua ultrapura autoclavada a 1:100 (30 a 50 ng) e armazenadas a -200C.

4.15 Amplificacdes do genes pycA via PCR e qPCR
Para caracterizagao pela técnica de PCR foi utilizado o primer para o gene

(Tabela 5). Com intuito de confirmar a presenga diferencial B. subtilisnas amostras
coletadas nos tratamentos do experimento. As reagdes de amplificacdo foram
realizadas conforme descrigdo de LEE, Gawon et al. (2022), na qual foram: 95°C por
5 min, seguidos por 30 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s, e 72°C por 30s ,
anelamento final a 72°C por 5 min, e finalmente a extenséo final de 16°C.

Os produtos finais foram analisados por eletroforese em géis de agarose 1%,
em tampao Tris- 55 borato-EDTA/TBE 1X corados com brometo de etidio, e
visualizados em transiluminador UV. O tamanho dos produtos de PCR foi determinado
utilizando o marcador 1pb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Também foi realizada a técnica de PCR em tempo real (QPCR) para a
confirmagao da presenga diferencial da bactéria entre os tratamentos. Os mesmos
primers especificos da regido 16s rRNA de pycA da Tabela 05, foram utilizados para
a reacdo. A reacdo em cadeia foi realizada no termociclador QuantStudio™ 1 Real-
Time PCR System. As reagdes foram realizadas em volume final de 20 pl usando: 10
Ml do mix Speedy gPCR Verde Master Mix (2x) da NZY, 0,8 upl (10 yuM) do primer
forward, 0,8 pl (10 uM) do primer reverse, 1 ul do DNA para cada diluigdo (Estoque,
1-1 ao 10-4) e 7,4 ul de agua MilliQ autoclavada. A amplificagao realizada a 95 °C por
10 min., 40 ciclos a 95 °C por 15 s., 60 °C por 1 min. e 95 °C por 15 s.

Tabela 5 - Primer utilizado para amplificacées de genes pycA

Gene Primers Sequéncia Amplicon Referéncia
PycA pycA-F FGTCTTCCGTTCAGGAAAG GC 233 pb LEE, Gawon
pycA-R GATCTCCCGTTTGGATCG GCT et al. (2022).
C

4.16 Extracao de Proteinas Totais
A extragao das proteinas soluveis totais do material vegetal seguiu o método

SDS/Denso descrito por Pirovani et al. (2008). Para o procedimento, utilizou-se 200 g
de tecido vegetal previamente macerado em nitrogénio liquido, ao qual foram

adicionados 20% de PVPP. O material foi transferido para um microtubo 2mL, e 1 mL
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de tampao de extragdo SDS/Denso foram adicionados (30% de sacarose, 2% de SDS,
Tris-HCI 0,1 M pH, e 5% de B-mercaptoetanol). As amostras foram mantidas sob
agitacao constante (1500 rpm) a 4°C por 30 minutos em um banho de gelo. Apds a
incubacgao, adicionaram-se 1 mL de fenol saturado em Tris-HCI (pH 8,5), e os tubos
foram agitados novamente. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 7.850
rom a 4°C por 30 minutos. O sobrenadante contendo o fenol foi cuidadosamente
transferido para outro tubo Falcon de 50 mL, e 25 mL de acetato de amdnio em
metanol gelado foram adicionados. As amostras foram entdo armazenadas a -20°C
overnight. Depois, o conteudo foi centrifugado mais uma vez a 7.850 rpm a 4°C, e o
sobrenadante foi descartado. O pellet proteico foi lavado diversas vezes: trés vezes
com 2 mL de metanol, trés vezes com 80% de acetona e uma vez com etanol.
Finalmente, o pellet foi solubilizado e ressuspendido em 150 pyL de tampao contendo
ureia (7M) e tiouréia (2M).

Fragmentos do gel de SDS-PAGE foram selecionados através da analise do
software Gel Analyzer, levando em consideracdo as bandas que apresentavam
diferengas entre os tratamentos com e sem B. subtilis. Para garantir a precisdo dessa
selecdo, foi realizada uma analise da intensidade e do volume bruto das bandas
utilizando o software Gel Analyzer v. 2010a (http://www.gelanalyzer.com/). Essa
analise permitiu identificar os tratamentos controle e tratamento com a inoculagao. As
bandas proteicas que apresentaram essas diferengcas foram cuidadosamente
excisadas do gel e submetidas a analise por espectrometria de massas para

identificacao e caracterizagao.

3.17 Quantificagao e Analise da Integridade das Proteinas
A quantificagcdo das proteinas foi realizada utilizando o método colorimétrico

descrito por Bradford (1976), com base em uma curva padrdo de albumina de soro
bovino (BSA) para determinar as concentragdes proteicas. Para a medigao, 5 pyL do
extrato protéico foram adicionados a 2 mL do reagente de Bradford em tubos de
ensaio, que foram agitados em vortex e mantidos em incubagédo no escuro por 15
minutos. Apds esse periodo, as proteinas foram quantificadas por espectrofotometria,
com leituras feitas em 595 nm. As leituras de absorbancia (ABS) foram comparadas
aos valores obtidos pela equacéo da curva padrao, permitindo calcular a concentracao

dos extratos protéicos.
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A integridade das proteinas extraidas foi verificada por eletroforese
unidimensional (SDS-PAGE) em um sistema vertical com gel de poliacrilamida a 12%
e dimensdes de 20 x 20 cm. As proteinas, na concentragao de 40 ug, foram misturadas
com tampao de amostra 2x (composto de 0,04% de azul de bromofenol, 1,25 mM de
TRIS-HCI pH 6,8, 4% de SDS, 23% de glicerol, 10% de B-mercaptoetanol e agua milli-
Q) na proporgéo de 1:1. Foi utilizado um marcador de peso molecular baixo (LMW
Calibration, GE Life Sciences) para comparacéo. A eletroforese foi realizada em duas
etapas: 1) empilhamento, com parametros de 300 W, 17 mA, 120 V por 50 minutos; e
2) separagao, com as mesmas condigdes de 300 W, 34 mA e 120 V por 2 horas e 30
minutos. Ao final, o gel foi fixado em uma solugéo de 40% de etanol e 10% de acido
aceético por 30 minutos, seguido por coloragdo em uma solu¢ado contendo 20% de
metanol, 5% de acido acético, agua destilada e 50% de azul de Coomassie (Phastgel
Blue G, GE Life Sciences). Apos a coloragao, o gel foi descorado em uma solugéo de
20% de etanol e 5% de acido acético até que o fundo se tornasse translucido,
permitindo a visualizagao clara das bandas protéicas. Finalmente, os géis foram

armazenados em uma solug¢ao de 5% de acido acético para preservagao.

4.18 Analise Protedmica Através da Eletroforese em duas Dimensodes (2d-Page)
4.18.1 Focalizacao isoelétrica (1° dimensao)

A focalizagao isoelétrica (IEF) foi realizada no sistema IPGphor Il (GE Life
Sciences) utilizando fitas de 13 cm com um gradiente linear de pH 3-10 (GE Life
Sciences) contendo 250 pg do extrato protéico. As fitas foram hidratadas por 18 horas
na IPG-Box (GE Life Sciences) a temperatura ambiente, em uma solugdo de
reidratagédo composta por uréia (6M), tiouréia (2M), Chaps (2%), azul de bromofenol
(1%), DTT (ditiotreitol) e tamp&o IPG de pH 3-10, totalizando um volume de 250 pL.

Apo6s o periodo de reidratagao, a IEF foi realizada em quatro etapas, seguindo
as condi¢des de voltagem: 500 V a 50 V/h, 1.000 V a 800 V/h, 8.000 V a 11.300 V/h
e, por fim, 800 V a 2.900 V/h. Durante a IEF, éleo mineral foi utilizado para proteger
as fitas contra danos. Ao longo de todo o processo, as condigdes de corrente foram
mantidas constantes em 200 mA. Apos a finalizag&o da focalizagao isoelétrica, as fitas

foram armazenadas a -80°C até a execugao da segunda dimenséo.

4.18.2 2D-PAGE (2° dimenséao)
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Para a realizagdo da segunda dimenséao (eletroforese), as fitas que haviam
passado pela focalizacdo isoelétrica foram equilibradas em dois processos
sequenciais. Primeiro, foi realizada a reducgéo das fitas, seguida pela alquilagdo. As
fitas foram imersas em um tampao de equilibrio contendo 2% de DTT (ditiotreitol) e
tracos de corante azul de bromofenol durante 30 minutos. Em seguida, foram
transferidas para uma nova solugao de equilibrio contendo 4% de IAA (iodoacetamida)
e novamente tragos do corante azul de bromofenol, mantendo-se por mais 30 minutos.

A segunda dimensao, conhecida como eletroforese bidimensional, foi realizada
no sistema Omniphor MV 20 (Biosystems) utilizando gel de SDS-PAGE a 12,5%. Cada
gel utilizou uma fita de IEF e as etapas de eletroforese foram: 40 mA durante 15
minutos, 80 mA durante 30 minutos e 100 mA por 2,5 horas, mantendo uma voltagem
fixa de 300 W e poténcia de 120 V. Foram produzidos géis em triplicata para cada
tratamento analisado. Apds a eletroforese, os géis foram mantidos em uma solugao
fixadora por 30 minutos e, em seguida, imersos em uma solugéo de coloragao por 48
horas. Apds esse periodo, os géis foram descoloridos em uma solugao apropriada por

30 minutos. Por fim, os géis foram armazenados em uma solugéo de preservagao.

4.19 Digitalizagao dos Géis
Os géis foram digitalizados utilizando o ImageScanner Ill em conjunto com o

software LabScan (GE LifeSciences). Para garantir a qualidade da imagem e a
precisdo dos dados, foram estabelecidos os seguintes parametros de calibragdo:
modo de transparéncia, resolugcdo de 300 dpi e um filtro vermelho, que se mostrou
ideal para a captura de géis corados com azul de Coomassie.

Antes da digitalizacao, foi realizada uma calibragdo cuidadosa do scanner
utilizando uma fita de calibracdo Kodak 3, que apresenta valores de densidade 6ptica
ou difusa bem definidos. Esse procedimento é crucial, pois assegura que a
digitalizagdo mantenha a integridade e a reprodutibilidade das analises, permitindo
uma quantificagcao precisa das bandas de proteinas.

Adicionalmente, foi adotado um protocolo de manutencéo regular do scanner
para garantir seu desempenho ideal, e 0 ambiente de digitalizagéo foi cuidadosamente
controlado para minimizar interferéncias externas, como variagdes de luz. Essa
abordagem rigorosa assegurou que as imagens dos géis fossem de alta qualidade e

adequadas para analises quantitativas e qualitativas subsequentes.
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4.20 Analise das Imagens
As imagens dos géis foram analisadas utilizando o software ImageMaster 2D

Platinum v.7.05 (GE Life Sciences), que fornece uma gama de informacgdes relevantes
sobre os spots, incluindo sua localizagdo no gel, ponto isoelétrico (pl), massa
molecular (MM) e porcentagem (%) de volume. O software também facilita
comparagdes e inferéncias estatisticas, como a razdo de volume percentual (ratio),
que representa a razao entre dois spots correspondentes em um match, o valor da
ANOVA e o indice de correlagao entre os géis de diferentes tratamentos (scatter plot
=0,7).

Todos os géis de cada tratamento foram submetidos aos mesmos critérios de
analise comparativa para a detecgao e selegédo de spots, com uma verificagao visual
minuciosa para eliminar interferéncias, como bolhas de ar e artefatos resultantes da
coloracgao. Foi realizada uma comparacéo binaria entre os diferentes tratamentos para
identificar variagdes significativas.

Na comparacao das triplicatas entre os tratamentos, os spots considerados
diferenciais foram aqueles que apresentaram uma razao de variagdo no parametro
normalizado de porcentagem de volume (% vol) = 1,5 e valor de ANOVA < 0,05.

Esses spots selecionados foram designados como DAPs (proteinas
diferencialmente acumuladas), podendo ser comuns entre os tratamentos ou
exclusivos a cada um deles. Essa abordagem rigorosa permitiu a identificacéo precisa
de variagdes protedmicas significativas e contribuiu para uma melhor compreenséao

das diferencas entre os tratamentos analisados.

4.21 Digestao das bandas SDS-PAGE com Tripsina
Os fragmentos de gel SDS-PAGE contendo as bandas de proteinas, foram

cortados manualmente e submetidos a um processo de descoloragdo em uma solugéo
composta por 50% de metanol e 2,5% de acido acético, com incubagao por 18 horas
a temperatura ambiente. Apds essa etapa, os fragmentos foram desidratados usando
acetonitrila 100%. Para reduzir as proteinas, foi aplicada uma solugdo de 10 mM de
DTT (ditiotreitol) em 50 mM de bicarbonato de amdnio, seguida de incubac¢éo por 30
minutos a 60°C. O liquido foi entdo removido, € 30 yL de uma solugcédo de 10 mM de
IAA (iodoacetamida) em 50 mM de bicarbonato de aménio foram adicionados para
alquilar as proteinas, sendo incubadas por 30 minutos no escuro a temperatura

ambiente.
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Em seguida, o liquido excedente foi descartado, e os fragmentos foram lavados
trés vezes com uma solucdo de 100 mM de bicarbonato de aménio e desidratados
novamente com acetonitrila 100%. Depois, foi adicionada uma solugao de tripsina a
20 ng/pL (em um volume entre 30 e 50 yL), e os fragmentos foram incubados overnight
(16 horas) a 37°C em banho seco, para promover a digestdo completa das proteinas.
Apos centrifugacdo, o excesso de tripsina foi removido e transferido para outro
recipiente.

Nos fragmentos restantes, foi adicionada uma solugdo de extragdo contendo
5% de acido trifluoroacético (TFA) em 50% de acetonitrila. Apés 40 minutos de
incubacao em banho de gelo, essa solugao foi combinada com o liquido remanescente
de tripsina coletado anteriormente. O procedimento de extracéo foi repetido duas
vezes. Finalmente, as amostras foram completamente evaporadas utilizando um
evaporador centrifugo Speed-Vac (Eppendorf) e armazenadas a -20°C até que

fossem submetidas a analise por espectrometria de massas.

4.22 Digestao dos spots 2D-PAGE com Tripsina
Os spots selecionados foram excisados manualmente dos géis e incubados em

uma solugdo de descoloracdo contendo 25 mM de bicarbonato de aménio
(NH4HCOQO3) + acetonitrila 50 % durante 12 horas. Apos esse periodo os spots foram
imersos em 100 pL de acetonitrila 100 % para desidratagéo do gel, incubados por 5
min a temperatura ambiente e depois levados ao speed vac para secagem dos spots.
Finalizadas estas etapas, adicionou-se cerca de 15 pyL de solugdo de tripsina na
concentragéo de 20 ng.uL-1 + solugéo contendo 25 mM de NH4HCO3 nos spots, os
quais foram incubado a 37 °C em banho seco, overnight (16h), garantindo a maxima
tripsinizagdo da proteina. Em seguida, apdés um spin, o excesso de tripsina foi
removido e transferido para um novo tubo. Ao spot foi adicionada a solugcdo de
extracao de peptideos (5 % de acido trifluoroacético (TFA) em solugao com 50 % de
acetonitrila), o qual foi mantido durante 30 minutos sob agitacao leve, em seguida a
solugcao foi retirada e adicionada a solucdo remanescente de tripsina. Este
procedimento foi realizado duas vezes, totalizando duas extracbes. Por fim, as
amostras foram totalmente evaporadas, utilizando evaporadores centrifugos tipo
Speed-Vac (Eppendorf) e armazenadas a - 20 °C até a realizagao das analises por

espectrometria de massas.
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4.23 Analise dos peptideos tripticos em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)

Os peptideos tripticos foram separados usando o sistema M-Class ACQUITY
UPLC® (Waters Corporation, Milford, MA). O sistema possui uma coluna de primeira
dimensado contendo uma coluna de 5 um peptide BEH C18 300 um x 50 mm
(nanoEase™), operando a 2 uL/min. A fase mével A era composta por agua contendo
0,1% de acido formico, enquanto a fase movel B era acetonitrila. Os peptideos foram
eluidos e separados em cinco fragdes, variando de 11,4% a 50% de fase moével B,
durante 70 min cada fragao, com um tempo de carregamento de 9,5 min. A segunda
dimensao tinha uma coluna de armadilha de 5 ym C18 180 ym x 20, acoplada a uma
coluna analitica de 1,8 ym HS C18 75 uym x 100 mm, operando a 0,4 yL/min a uma
temperatura de 35°C. A eluigdo dos peptideos foi realizada com o seguinte gradiente:
(I) de 3% a 45% de fase mével B por 46 min e (lI) aumento para 90% de fase mével
B, durante 4 min, seguido por uma etapa de equilibracdo a 3% de fase mével B
(condigdes iniciais) por 20 min. O sistema estava acoplado a um espectrémetro de
massa quadrupolo Q-ToF Synapt XS (Waters Corporation, Wilmslow, UK) operando a
uma resolugéo de massa de 30 000, Full Width at Half Maximum (FWHM). A voltagem
do capilar de Eletrospray (ESI) de baixo fluxo foi de 3 kV, cone de amostragem 40 V;
offset de fonte 30 V, temperatura de fonte 100°C, e gas de cone 50 L/min. O analisador
de massa tempo de voo (TOF) foi calibrado externamente com uma mistura de NaCsl
de m/z 50 a 2000. Para o sinal do lockmass, foi utilizado o GluFibrinopeptideo B (m/z
785,8426), amostrado a cada 30 s. Os dados foram adquiridos no modo de ionizagao
positiva, usando o modo de aquisicao de Espectrometria de Massa de Ultradefinicao

(UDMSE). Todos os dados foram adquiridos em triplicata.

4.24 ANALISES DE BIOINFORMATICA
4.24.1 Identificagao das proteinas
Para a analise de PMF (peptide mass fingerprint), os espectros obtidos tiveram

seus arquivos peaklist.xml analisados no software Mascot (Matrix Science) usando o
método PMF contra os bancos de dados que estdo disponiveis na versido online do
software (http://www.matrixscience.com). Os parametros utilizados para as
comparagdes foram: 1) base de dados: NCBlprot, SwissProt; 2) taxonomia:
Viridiplantae, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Other Green Plants; 3) modificagéo

fixa: carbamidometil (C); 4) modificagéo variavel: oxidagao (M); e 5) tolerancia (peptide
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tol) de: 0,1 - 1,2 Da ou 50, 100, 150, 200 ppm. Também foram realizadas buscas no
banco de dados da UWPR - University Washington Proteomics Resource
(https://proteomicsresource.washington.edu/mascot/cgi/login.pl), utilizando 0s
seguintes parametros: 1) base de dados: Lemnoideae e Database Araceae; 2)
taxonomia: All entries; e 3) modificagdo fixa: carbamidometil (C); 4) modificagéo
variavel: oxidagao (M); e 5) tolerancia (peptide tol) de: 0,1 - 1,2 Da ou 50, 100, 150,
200 ppm.

4.24.2 Ontologia génica (GO)
As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram recuperadas

do UniProt através da ferramenta Retrieve ID e submetidas a analise de distribuicao
47 de ontologia génica (GO) por processo bioldgico, fungdo molecular e localiagao
subcelular no programa OmicsBox (https://www.biobam.com/omicsbox/), utilizando as
ferramentas InterProScan e GO-Slim (MITCHELL et al., 2019). A distribuicdo de
termos GO, ou categorias funcionais, do conjunto das DAPs de cada tratamento foram

utilizadas em todas as comparagdes.

4.25 Expressao de Genes Biomarcadores de Interagao Planta-Bacillus subtilis
POR RT-gPCR
Para determinar quantitativamente possiveis diferencas na expressao de

genes de cana-de-agucar descritos na literatura como responsivos a colonizagao por
B.subtilis, sera extraido RNA total de amostras de raizes e/ou folhas (100 mg) atraves
do método Trizol Doyle & Doyle, (1987). As amostras de RNA seréo analisadas em
eletroforese em gel de agarose TAE 1% a 8 V.cm™, quantificadas em
espectrofotdbmetro e utilizadas para sintese de cDNA conforme protocolo descrito por
Verma et al., 1972 com modificagées. O cDNA de cada amostra sera utilizado para
analise relativa transcripcional via RT-qPCR, conforme protocolo de Calsa Jr. e
Figueira (2007)., utilizando como genes de referéncia Sucrose-phosphate synthase,
nitrato redutase, Phosphoenolpyruvate carboxylase, housekeeping isozyme,
phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) e Defensin, para os genes biomarcadores

selecionados na literatura especifica da area descritos na Tabela 06.

Tabela 6 - Descri¢gdo dos genes e seus acessos referente a sua referéncia.

Gane Acesso Referéncia
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Sucrose-phosphate AOA059Q356 Fonseca et al. (2022)
synthase
nitrato redutase AOA1Z5RNB1 Fonseca et al. (2022)
Phosphoenolpyruvate Fonseca et al. (2022)
carboxylase, P29193
housekeeping isozyme
phosphoenolpyruvate AOA1B6QPAS5 Fonseca et al. (2022)
carboxykinase (ATP)
Defensin AOAO60AFB6 Yadav et al. (2022)
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5.0 RESULTADOS
5.1 Avaliagao do crescimento
5.1.1 Analise de Crescimento das Plantas nos Tratamentos
Conforme observado no grafico, o crescimento da cultivar RB041443 foi

consistente ao longo do periodo de 165 dias. O tratamento F-Bs+ apresentou o maior
crescimento, atingindo aproximadamente 222 cm ao final do periodo, representando
um aumento de 23,33% em relacdo ao tratamento F+Bs-, que obteve o menor
crescimento. No caso do tratamento F+Bs+, a remocao do fertilizante resultou em uma
reducao de 10% no tamanho das plantas. Além disso, os tratamentos que incluiram a
aplicacao de fertilizante, como F+Bs- e F+Bs+, apresentaram resultados inferiores em
comparagao aos demais tratamentos, sugerindo um efeito positivo da bactéria no

crescimento, mesmo na auséncia de fertilizante (Figura 13).
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Figura 13 - Crescimento em altura da cultivar RB041443 ao longo de 165 dias, sob quatro tratamentos:
F- B.subtilis- (sem fertilizante e sem Bacillus subtilis), F+ B.subtilis- (com fertilizante e sem Bacillus
subtilis), F- B.subtilis+ (sem fertilizante e com Bacillus subtilis), F+Bs (com fertilizante e com Bacillus
subtilis).

No grafico referente a altura da cultivar RB92579 (Figura 14), o padréo de
crescimento apresentou algumas diferengas em relagdo a cultivar RB041443. O
tratamento F-Bs+ teve inicio com uma altura menor comparada aos demais, mas, por
volta dos 90 dias, seu crescimento se equiparou aos outros tratamentos. A partir do
dia 100, comecgou a se destacar, encerrando o periodo como o tratamento de maior

desempenho, atingindo aproximadamente 200 cm, um aumento de 21% em relagéo
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ao tratamento F+Bs+, que apresentou o menor crescimento. Os demais tratamentos
mantiveram resultados semelhantes ao longo do periodo, com crescimento constante.
No final, os tratamentos F-Bs- e F+Bs- alcangaram 160 cm, enquanto o tratamento
F+Bs+ atingiu 158 cm.

Altura variedade RB92579
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Figura 14 - Crescimento em altura da cultivar RB92579 ao longo de 165 dias, sob quatro tratamentos:
F- B.subtilis- (sem fertilizante e sem Bacillus subtilis), F+ B.subtilis- (com fertilizante e sem Bacillus
subtilis), F- B.subtilis+ (sem fertilizante e com Bacillus subtilis), F+Bs (com fertilizante e com Bacillus
subtilis).

5.1.2 Analise de Contagem do Numero de Colmos da Planta dos Tratamentos
No grafico referente ao numero de colmos entre os tratamentos (Figura 15),

para as cultivares RB041443 (R) e RB92579 (L), observam-se padrdes distintos. Na
cultivar "R", quando nao ha aplicagao de fertilizante nem de bactéria, o numero
médio de colmos é de 3. No entanto, nos tratamentos com F+Bs-, F-Bs+ e F+Bs+,
esse numero diminui para uma média de 2 colmos. Ja na cultivar "L", a auséncia de
fertilizante e bactéria resulta em um numero médio de colmos de 2, desempenho
semelhante ao observado no tratamento F-Bs+. Entretanto, nos tratamentos F+Bs- e
F+Bs+, o numero médio de colmos aumenta para 3. Esses resultados sugerem que,
para a cultivar "L", a aplicacéo de fertilizante tem um impacto positivo no numero

médio de colmos.
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Numero de colmos
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Figura 15 - Numero de colmos nas cultivars de cana-de-agucar RB041443 (R) e RB92579 (L)
sob diferentes tratamentos: F- B.subtilis- (sem fertilizante e sem Bacillus subtilis), F+ B.subtilis-
(com fertilizante e sem Bacillus subtilis), F- B.subtilis+ (sem fertiliza com Bacillus subtilis), e F+
B.subtilis+ (com fertilizante e com Bacillus subtilis).

5.1.3 Analise do Valor De %Brix Das Plantas nos Tratamentos

A (Figura 16) apresenta os valores de °Brix nas cultivares de cana-de-agucar
RB041443 (R) e RB92579 (L) para os quatro tratamentos avaliados. Na cultivar "R", a
auséncia de fertilizante e de inoculagao bacteriana resultou no menor valor, com uma
média de 13 %Brix. No tratamento F+Bs-, a média aumentou ligeiramente para 13,1
%Brix. Ja no tratamento F-Bs+, observou-se o maior valor para essa cultivar, com uma
média de 14,05 %Brix, enquanto o tratamento F+Bs+ alcangou 13,5 %Brix.

Para a cultivar "L", os resultados seguiram um padrao diferente. A auséncia de
fertilizante e de inoculagao bacteriana apresentou o melhor desempenho, com uma
média de 14,5 %Brix. O menor valor foi observado no tratamento F+Bs+, com uma

média de apenas 9,0 %Brix.
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Valor de %Brix
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Figura 16 - Valores de °Brix nas cultivars de cana-de-agucar RB041443 (R) e RB92579 (L)
sob diferentes tratamentos: F- B.subtilis- (sem fertilizante e sem Bacillus subtilis), F+ B.subtilis-
(com fertilizante e sem Bacillus subtilis), F- B.subtilis+ (sem fertiliza com Bacillus subtilis), e F+
B.subtilis+ (com fertilizante e com Bacillus subtilis).

5.1.4 Analise do Diametro do Colmo das Plantas nos Tratamentos
Foi elaborado um grafico com as médias do didmetro dos colmos das cultivares

RB92579 (L) e RB041443 (R). Na (Figura 17), observa-se o crescimento do didmetro
da cultivar RB041443 (R), com os melhores resultados nos tratamentos F-Bs- e
F+Bs+, que apresentaram médias de 27,5 cm e 27,4 cm, respectivamente,
representando um aumento de 1,85% em relacdo ao menor resultado, observado no
tratamento F-Bs+. Os tratamentos F+Bs- e F-Bs+ apresentaram médias de 27,1 cm e
27,0 cm, respectivamente, evidenciando pouca diferenca significativa entre eles.

Ja na (Figura 18), os resultados do didmetro dos colmos da cultivar RB92579
(L) mostram que o tratamento F-Bs+ obteve o melhor desempenho, com uma média
de 31,5 cm, um aumento de 10,53% em relacdo ao menor resultado, registrado no
tratamento F+Bs+. O tratamento F+Bs- apresentou uma média de 30,7 cm. Durante o
inicio da avaliagdo, até por volta dos 135 dias, o tratamento F-Bs+ apresentava
resultados muito inferiores aos demais, mas apos esse periodo, seu desempenho se

equiparou ao do tratamento F+Bs-.
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Didmetro Variedade RB041443
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Figura 17 - Diametro dos colmos em centimetros da cultivar RB041443 ao longo dos dias, sob
quatro tratamentos: F- B.subtilis- (sem fertilizante e sem Bacillus subtilis), F+ B.subtilis- (com

fertilizante e sem Bacillus subtilis), F- B.subtilis+ (sem fertilizante e com Bacillus subtilis), e F+
B.subtilis+ (com fertilizante e com Bacillus subtilis).
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Diametro Variedade RB92579
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Figura 18 - Didametro dos colmos em centimetros da cultivar RB041443 ao longo dos dias, sob
quatro tratamentos: F- B.subtilis- (sem fertilizante e sem Bacillus subtilis), F+ B.subtilis- (com
fertilizante e sem Bacillus subtilis), F- B.subtilis+ (sem fertilizante e subtilis), F- B.subtilis+ (sem
fertilizante e com Bacillus subtilis), e F+ B.subtilis+ (com fertilizante e com Bacillus subtilis).

5.2 Peso Fresco
A Figura 19 apresenta os valores de peso fresco, considerando folhas e caule,

das cultivares de cana-de-agucar RB041443 (R) e RB92579 (L) para os quatro
tratamentos avaliados. Em ambas as cultivares, os tratamentos F-Bs- apresentaram
0S menores pesos em comparagao com os demais tratamentos. O destaque foi para
os tratamentos F+Bs-, que registraram os melhores resultados: uma média de 2,62 kg
para a cultivar "L" e o maior peso, 2,93 kg, para a cultivar "R".

Os tratamentos F+Bs+ também se destacaram, apresentando resultados semelhantes
aos observados nos tratamentos F-Bs+, que igualmente mostraram desempenhos

proximos.
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Figura 19 - Valores de peso fresco nas cultivars de cana-de-agucar RB041443 (R) e RB92579 (L) sob
diferentes tratamentos ao final do periodo: F- B.subtilis- (sem fertilizante e sem Bacillus subtilis), F+
B.subtilis- (com fertilizante e sem Bacillus subtilis), F- B.subtilis+ (sem fertilizante e com Bacillus
subtilis), e F+ B.subtilis+ (com fertilizante e com Bacillus subtilis).

5.3 Peso Folha seca
A Figura 20 apresenta o grafico do peso das folhas secas das cultivares de

cana-de-agucar RB041443 (R) e RB92579 (L) para os quatro tratamentos avaliados.
Os resultados seguem o mesmo padrao observado no peso fresco: o tratamento F-
Bs- apresentou os menores valores para ambas as cultivares, indicando que a
aplicacao de fertilizante ou a inoculagao da bactéria aumenta o peso seco das folhas.
O maior peso foi registrado na cultivar "L" com o tratamento F-Bs+, atingindo 76,32 g,
seguido pelo tratamento F+Bs-, com 69,0 g.

Na cultivar "R", o tratamento controle F-Bs- apresentou um aumento no peso seco
quando comparado aos tratamentos com intervengdes. O aumento foi de 23,93% com
F+Bs-, 13,32% com F-Bs+ e 13,54% com F+Bs+, mostrando uma resposta positiva

as aplicacoes.
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Figura 20 - Valores de peso da folha seca nas cultivars de cana-de-acucar RB041443 (R) e
RB92579 (L) sob diferentes tratamentos ao final do periodo: F- B.subtilis- (sem fertilizante e
sem Bacillus subtilis), F+ B.subtilis- (com fertilizante e sem Bacillus subtilis), F- B.subtilis+ (sem
fertilizante e com Bacillus subtilis), e F+ B.subtilis+ (com fertilizante e com Bacillus subtilis).

5.4 Peso Colmo seco
A Figura 21 apresenta o grafico do peso dos colmos secos das cultivares de

cana-de-agucar RB041443 (R) e RB92579 (L) para os quatro tratamentos avaliados.
Diferentemente do padrao observado no peso fresco e no peso das folhas secas, o0s
resultados para o peso dos colmos secos foram mais uniformes entre os tratamentos.
O unico destaque foi o tratamento F+Bs+ na cultivar "R", que apresentou o maior peso,
com 178,7 g, representando um aumento de 6,24% em relag&o ao tratamento controle
F-Bs-. Por outro lado, na cultivar "L", o tratamento F+Bs+ registrou o menor peso, com

141 g, uma reducgao de 16,17% em comparagao ao controle F-Bs-.
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Figura 21 - Valores de peso do colmo sec nas cultivars de cana-de-agicar RB041443 (R) e
RB92579 (L) sob diferentes tratamentos ao final do periodo: F- B.subtilis- (sem fertilizante e
sem Bacillus subtilis), F+ B.subtilis- (com fertilizante e sem Bacillus subtilis), F- B.subtilis+ (sem
fertilizante e com Bacillus subtilis), e F+ B.subtilis+ (com fertilizante e com Bacillus subtilis).

5.5 Analise de variancia conjunta
A analise de variancia nao revelou diferengas significativas entre os

tratamentos (cultivares), entre os ambientes (sem inoculagao e com inoculagéo) e
entre a interagdo tratamentos x ambientes. Entretanto, excepcionalmente, com
relacdo a caracteristica diametro de colmos, foi revelado diferengas significativas
para a fonte de variagcédo T x A (Tabela 07).

Isso indica que o tratamento relacionado ao didmetro do colmo, para as
cultivares de cana-de-agucar RB92579 e RB041443, apresentou um desempenho

distinto na presenca e na auséncia de Bacillus subtilis.

Tabela 7 - Resumo da andlise de variéncia conjunta avaliada em dois ambientes distintos (Sem
inoculagdo e com inoculagdo de Bacillus subtilis) no experimento conduzido no Centro Académico de
Vitéria de em 08/03/2024

** e * Significativo a 1 e 5% de probabilidade respectivamente, pelo teste F

s, ndo significativo, pelo teste F
T x A Interagao tratamento x ambientes
C.V Coeficiente de variagéo
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Fonte: Autor.

Quadrados médios

F.V. G.L AC DC NC MVPA BRIX
Tratamentos 3 0,14ns 1,39n¢ 0,03 0,43 4,28
Ambientes 1 0,004ns 0,46" 0,00m 0,02 7,16
TxA 3 0,08m 15,43* 0,01ns 0,22 6,87
Residuo 30 0,06 4,82 0,09 0,27 3,29
Médias 2,16 25,96 2,10 2,49 12,53
C.V (%) 11 8,45 14,32 20,0 14,47
>QMR / <QMR 2,03 1,07 2,16 1,24 1,46

5.6 Comparagao de médias
Foi constatado que houve diferenga significativa entre os ambientes com

relacdo a caracteristica diametro de colmos no cultivar RB92579 (desenvolvimento
lento), onde a média do didmetro do colmo foi maior no ambiente que recebeu a
aplicacao de B.subtilis Tabela 08.

Tabela 8 - Comparagao de médias dos caracteres avaliados em dois ambientes distintos (Sem

inoculacdo e com inoculagdo de nome da Bacillus subtilis) em experimento conduzido no Centro
Académico de Vitoria em 08/03/2024.

Caracteres
Tratamentos AC DC NC
Ambientes | Il | 1 | 1
1 2,19aA 2,27abA 26,78aA 25,80aA 2,07aA 2,06aA
2 2,06aA 2,18abA 24,28aB 27,71aA 2,11aA 2,01aA
3 2,20aA 2,30aA 25,48aA 25,50aA 2,12aA 2,11aA
4 2,13aA 1,90bA 26,93aA 25,85aA 2,14aA 2,14aA

Médias seguidas da mesma letra na horizontal e vertical ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
I. Sem inoculagéo de Bacillus subtilis

Il. Com inoculagao de Bacillus subtilis

Tabela 9 -. Continuagéo
Médias seguidas da mesma letra na horizontal e vertical ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Caracteres

Tratamentos MVPA BRIX

Ambientes | I | Il



BAWN -

2,27aA 2,42aA 11,77aA 12,92aA
2,25aA 2,40aA 13,43aA 12,65aA
2,61aA 2,55aA 13,05aA 10,49aB
2,93aA 2,51aA 13,38aA 12,50aA

60

|. Sem inoculacao de Bacillus subtilis

Il. Com inoculagao de Bacillus subtilis

5.7 Analise de regressao

O coeficiente de determinacdo acima de 96% no ambiente 1 e acima de 98%

no ambiente 2 revela um excelente ajuste dos dados aos modelos de regresséo linear

utilizados (Figura 22). A analise de regressdo demonstra o desempenho dos

cultivares em relagdo a caracteristica didmetro de colmos em seus respectivos

ambientes, indicando que o cultivar RB92579 apresentou maior didmetros quando

inoculado com a bactéria B.subtilis.

@

Diametro de colmo, mm

Tratamentos

y (Ambiente 1) = -0,3375x2 + 0,7925x + 26,421
R*=0,9631

y (Ambiente 2) = 0,6917x2 - 2,8583x + 28,025
R*= 0,982

Tratamentos

Diametro de colmo

Ambiente com B.
Ambiente sem B.subtilis subtilis
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1 26.78 25.8
4 26.93 25.25
3 25.48 25.5
2 24.28 27.71

Figura 22 - Resumo da analise de regressdo do caractere didmetro de colmos avaliado em dois
ambientes distintos (Sem inoculagédo e com inoculagdo da Bacillus subtilis) em experimento conduzido
no Centro Académico de Vitéria em 08/03/2024. Fonte: Autor.

5.8 Isolamento Bacteriano
ApoOs 2 dias, observou-se a presenga de algumas coldnias bacterianas, nos

tratamentos 2 com inoculagdo de B. subtilisna diluicdo 1072, tratamento 3 sem
inoculagado de B. subtilispara diluigdo 102 e 104, no tratamento 4 com inoculagéo de
B. subtilispara diluigdo 102 e 10* e no Controle B.subtilis. Comparativamente, as
caracteristicas morfolégicas sugerem tratar-se de B. subtilis para os tratamentos T3 e
T4, em que houve inoculagao com tal bactéria. As caracteristicas morfolégicas, tais
como tamanho, forma circular e colocacdo esbranquicada das col6nias, foram

selecionadas para identifica-las como B.subtilis (Figura 23).

T. C. sem Bs

T. C. Com Bs




62

ambiente com Bacillus subtilis
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Figura 23 - Placas em meio LB para o crescimento bacteriano com setas que sugerem ser coldnias de
B. subtilis, o “T” seguido do numero refere-se ao tipo do tratamento, e a respectiva diluigdo. T1 -2
(Tratamento 1 para a diluigdo de 10-2). TA: Tratamento controle com agua destilada; TB: Tratamento

controle com Bacillus subtfilis.

5.9 Quantificacao da colonizagao por Bacillus subtilis por gPCR
A (Figura 24) apresenta o gel de agarose a 1,2% de eletroforese dos produtos

de PCR convencional obtidos a partir de amostras de DNA extraidas de folhas e raizes
de cana-de-acucar, com e sem inoculacao de Bacillus subtilis. As amostras foram
analisadas para verificar a presenca do DNA bacteriano nas diferentes partes da
planta e em diferentes cultivars de cana.

A primeira linha do gel (M) corresponde ao marcador molecular de 100 pares
de bases (pb), utilizado como referéncia para o tamanho dos fragmentos amplificados.
As amostras 1 e 2 representam o DNA extraido de folhas das cultivars RB041443 e
RB92579, respectivamente, sem inoculacdo com B. subtilis. As amostras 3 e 4
correspondem ao DNA extraido de folhas das mesmas cultivars, porém inoculadas
com a bactéria. A amostra 5 € um controle negativo (sem DNA de B. subtilis), enquanto
a amostra 6 € um controle positivo (com DNA de B. subtilis).

Para as raizes, as amostras 7 e 8 representam o DNA das cultivars RB041443

e RB92579, respectivamente, sem inoculagdo com a bactéria, enquanto as amostras
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9 e 10 sdo das raizes das mesmas cultivars com B. subtilis. As amostras 11 e 12
correspondem a um controle negativo e a um controle positivo, respectivamente.

Os resultados mostram bandas nas amostras positivas (3, 4, 6, 9, 10 e 12),
indicando a presencga de Bacillus subtilis nas amostras inoculadas e no controle
positivo, enquanto as amostras negativas (1, 2, 5, 7, 8 e 11) ndo apresentam bandas,

confirmando a auséncia da bactéria.

ez 3 486866 7 8.9 1011 12

Figura 24 - Gel de agarose a 1,2% de eletroforese dos produtos de PCR para detecg¢do de Bacillus
subtilis em amostras de DNA de folhas e raizes de cana-de-agucar das cultivars RB041443 e RB92579,
com e sem inoculagdo bacteriana. M: marcador molecular de 100 pb; 1-2: folhas sem bactéria (1:
RB041443, 2: RB92579); 3-4: folhas com bactéria (3: RB041443, 4: RB92579); 5: controle negativo; 6:
controle positivo; 7-8: raizes sem bactéria (7: RB041443, 8: RB92579); 9-10: raizes com bactéria (9:
RB041443, 10: RB92579); 11: controle negativo; 12: controle positivo. Bandas visiveis nas amostras
inoculadas e no controle positivo confirmam a presenca de B. subtilis.

5.10 gPCR
A amplificagado por gPCR mostrou que o gene pycA na cana-de-agucar, teve

uma amplificagédo para o tratamento “LC” tratamento cultivar RB92579 Lento
inoculado com Bacillus subtilis. teve uma amplificagdo por volta do ciclo 14 (Figura
26), oque indica uma maior quantidade de DNA de Bacillus subtilis comparado ao
tratamento “LS” que se refere ao tratamento cultivar RB92579 Lento “LS” sem
Bacillus subtilis. Que teve amplificagdo do gene pycA por volta do ciclo 18 (Figura
25).
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Figura 25 - Amplificagdo do do gene pycA em cana-de-acucar por qPCR para o tratamento cultivar
RB92579 Lento “LS” sem Bacillus subtilis.
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Figura 26 - Amplificagdo do do gene pycA em cana-de-agucar por qPCR para o tratamento cultivar
RB92579 Lento “LC” inoculado com Bacillus subtilis.
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5.11 Quantificagao de Pigmentos Fotossintéticos
A quantificagao das clorofilas A, B e total (A+B) indicou variagdes significativas

entre os tratamentos aplicados nas cultivars de cana-de-agcucar RB041443 e
RB92579, apds 180 dias de tratamento. Na cultivar RB041443 sem Bacillus subtilis,
foram encontrados valores de 8,5 g.kg de MS para clorofila A, 3,6 g.kg de MS para
clorofila B e 12 g.kg de MS para clorofila total. Ja com o tratamento com B. subtilis,
esses valores aumentaram para 18,7 g.kg de MS para clorofila A, 9,9 g.kg de MS para
clorofila B e 28,7 g.kg de MS para clorofila total, um aumento percentual em 120%
para a clorofila A, 175% para a clorofila B, e 139,17% para clorofilas totais. De forma
semelhante, a cultivar RB92579 sem a aplicacao de B. subtilisapresentou valores de
8,9 g.kg de MS para clorofila A, 4,01 g.kg de MS para clorofila B e 12,9 g.kg de MS
para clorofila total, ja para o tratamento que houve a aplicacdo de B. subtilis, os
resultados foi de 18,7 g/kg de MS para clorofila A, 9,9 g/kg de MS para clorofila B e
28,6 g/kg de MS para clorofila total com o tratamento. Estes resultados sugerem que
a presenga de Bacillus subtilis promoveu um aumento significativo nos niveis de
clorofilas e carotendides em ambas as cultivars, indicando uma influéncia positiva do

tratamento sobre a capacidade fotossintética e a saude das plantas.
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Figura 27 - Quantificacéo de clorofilas A, B, totais (A+B) e carotendides em duas cultivars de cana-de-
acucar (RB041443 e RB92579) com e sem tratamento com Bacillus subtilis, apés 180 dias de cultivo.
Diferengas significativas entre tratamentos s&o indicadas por asteriscos (p < 0,001).

5.13 Analise Protedomica SDS-PAGE
O método de extracdo proteica usando SDS-Denso, conforme descrito por

Pirovani (2011), possibilitou a obtengcédo de proteinas totais soluveis em uma ampla
faixa de massas moleculares. A eficiéncia desse método e a integridade das proteinas
extraidas podem ser verificadas pelo perfil de migragcao em gel eletroforético SDS-
PAGE. Além disso, observa-se a auséncia de substancias interferentes (Figura 28).
Também foi realizada uma identificagdo e selegédo de spots do gel 2-D PAGE

enumerados de 1 a 20 (Figura29).



67

Kda

97000

66000

45000

30000

22000
14000

Figura 28 - SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12,5% das proteinas sollveis totais de cana-de-agucar
submetidas a quatro tratamentos em duplicata: (1 e 2: RB041443 sem B.s; 3 € 4: RB92579 sem B.s; 5
e 6:RB041443 com B.s; 7 e 8: RB92579 com B.s ) Marcador de baixo peso molecular (MM) em KDa.
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Figura 29 - Selecao de spots do gel 2-D PAGE enumerados de 1 a 20, tilizando o software Image
Master 2D Platinum

5.14 Identificagao de Proteinas SDS-PAGE
Entre os 20 spots identificados na analise protedmica, cinco proteinas

apresentaram o0s maiores escores, destacando-se pela relevancia em diferentes

funcdes bioldgicas e respostas aos tratamentos com Bacillus subtilis (Bs):
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PPCS1_ORYSJ, presente em Oryza sativa subsp. japonica, com escore 76,
esta relacionada a resposta a estresses ambientais no tratamento RB14143-
Bs.

PPCS1_ORYSJ, de Arabidopsis thaliana, com escore 67, também envolvida
na resposta a estresses ambientais no tratamento RB14143-Bs.
C3H41_ARATH, de Arabidopsis thaliana, com escore 69, associada a
biossintese de lignina para resisténcia estrutural no tratamento 579+Bs.
PKS2_ARATH, de Arabidopsis thaliana, com escore 63, atua na regulagao de
processos de desenvolvimento celular no tratamento 579+Bs.

Dual (DPHS1_ARATH), de

Arabidopsis thaliana, com escore 62, esta relacionada a regulacdo da

specificity protein phosphatase PHS1

fosforilagdo no tratamento 579-Bs.

A seguir estdo descritas as principais proteinas identificadas para cada grupo na
Tabela 10.

Tabela 10 - Identificagao de proteinas de Cana-de-agucar, proteinas acumuladas na presenca de B.
subtilis de 1 a 10 e sem inoculagéo de B. subtilis de 11 a 20. Anotagao putativa a partir do MALDI ToF
analisando via PMF na plataforma MASCOT.

spot

1

Proteina Origem Escore @ Significancia | Funcao Tratamento
PPCS1_ORYS!J Arabidopsis | 67 59 Resposta RB14143-Bs
thaliana a
estresses
ambientais
PPCS1_ORYS) Oryza sativa | 76 59 Resposta RB14143-Bs
subsp. a
japonica estresses
ambientais
Ras-related Arabidopsis | 32 59 Transporte | RB14143-Bs
protein RABA4a thaliana intracelular
(RAA4A_ARATH)
Pentatricopeptide = Arabidopsis 40 59 Regulagcdo RB14143-Bs
repeat-containing  thaliana da
(PP139_ARATH) expressao
génica
Peroxisomal fatty | Oryza 39 59 Metabolis  RB14143-Bs
acid beta- sativa mo de
oxidation acidos
multifunctional graxos
protein
(MFP_ORYSJ)
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5 Plastocianina Dryopteris 32 59 Transporte | RB14143-Bs
(PLAS_DRYCA)  crassirhizo de elétrons
ma na
fotossintes
e
6 Mitochondrial Zea mays 38 59 Transporte RB14143+Bs
thiamine de tiamina
diphosphate difosfato
carrier 1 na
(TDPC1_MAIZE) mitocéndri
a
7 Cinnamyl alcohol  Eucalyptus 50 59 Biossintes RB14143+Bs
dehydrogenase boftryoides ede
(CADH_EUCBO) lignina
para
resisténcia
estrutural
8 ATP synthase Nicotiana 32 59 Geracao RB14143+Bs
subunit beta, tomentosifo de ATP na
chloroplastic rmis fotossintes
(ATPB_NICTO) e
9 17.2kDaclass Il | Ipomoea nil | 33 59 Protecao RB14143+Bs
heat shock contra
protein estresses
(HSP21_IPONI) térmicos e
oxidativos
10 Peptidase B Escherichia = 47 59 Degradacd RB14143+Bs
(PEPB_ESCF3) fergusonii ode
proteinas
11 Dual specificity Arabidopsis | 62 59 Regulacdo RB9579-Bs
protein thaliana de
phosphatase fosforilaga
PHS1 o]
(DPHS1_ARATH)
12 Cinnamyl alcohol  Eucalyptus 50 59 Biossintes RB9579+Bs
dehydrogenase boftryoides ede
(CADH_EUCBO) lignina
para
resisténcia
estrutural
13 NAD(P)H- Chlorokybu @ 35 59 Fotossinte | RB9579+Bs
quinone S see
oxidoreductase atmophyticu resposta
subunit K, S ao
chloroplastic estresse
(NDHK_CHLAT) oxidativo
14 Fructokinase Solanum 30 59 Metabolis | RB9579+Bs
(SCRK_SOLTU) | tuberosum mo de

acucares
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15 Isocitrate Arabidopsis | 38 59 Metabolis = RB9579-Bs
dehydrogenase thaliana mo de
[NADP], acidos
chloroplastic/mito graxos e
chondrial carboidrato
(ICDHP_ARATH) s
16 Cysteine Oryza 29 59 Degradagd RB9579-Bs
endopeptidase sativa ode
Rep1 proteinas
(REP1_ORYSJ)
17 NAD(P)H- Nicotiana 37 59 Fotossinte = RB9579-Bs
quinone sylvestris see
oxidoreductase metabolis
subunit K, mo
chloroplastic oxidativo
(NDHK_NICSY)
18 PKS2_ARATH Arabidopsis = 63 59 Regulagdo RB9579+Bs
thaliana de
processos
de
desenvolvi
mento
celular
18 Disheveled- Xenopus 45 59 Regulacdo | RB9579+Bs
associated laevis de
activator of processos
morphogenesis 1- de
A desenvolvi
(DAA1A_XENLA) mento
celular
19 Cell division cycle @ Arabidopsis @ 35 59 Divisao RB9579+Bs
5-like protein thaliana celular
(CDC5L_ARATH)
20 C3H41_ARATH Arabidopsis | 69 59 Biossintes | RB9579+Bs
thaliana e de
lignina
para
resisténcia
estrutural
20 Cinnamyl alcohol | Eucalyptus @ 38 59 Biossintes | RB9579+Bs
dehydrogenase botryoides e de
(CADH_EUCBO) lignina
para
resisténcia
estrutural

5.15 Rede de interacao das proteinas identificadas SDS-PAGE

A analise da rede de interagao das proteinas identificadas (interatoma) revela

relacbes funcionais entre proteinas cloroplastidiais e mitocondriais, destacando-se

pela organizagao baseada em suas fung¢des cataliticas e dependéncias funcionais.
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Essa rede permite a inferéncia de potenciais fungdes e colaboracbes moleculares
entre as proteinas, ampliando o entendimento dos mecanismos celulares envolvidos.

Na parte cloroplastidial da rede, observou-se uma forte associacdo entre
proteinas envolvidas na transcricdo e sintese proteica, incluindo RNA polimerase e
componentes ribossomais (subunidades 50S e 30S). A interacdo dessas proteinas
sugere uma coordenacao funcional entre os processos de transcrigao e tradugcao no
cloroplasto, fundamental para a manutengdo da eficiéncia fotossintética e o
metabolismo geral da célula vegetal. Adicionalmente, as proteinas cloroplastidiais
também apresentaram conexdes com proteinas associadas a sinalizacado de morte
celular programada (como a proteina executora 2), sugerindo um papel potencial
dessas proteinas na modulagao de respostas a estresses e no controle do ciclo de
vida celular. A presenca de uma histona acetiltransferase na rede indica o
envolvimento de mecanismos epigenéticos, especialmente na regulagdo da
expressao génica em resposta a estimulos externos.

Quanto as proteinas mitocondriais, foram identificadas interacdes relevantes
envolvendo proteinas ligadas a fotorespiragéo e sintese de aminoacidos, como a
formiltetrahidrofolato deformilase, envolvida na sintese de glicina e serina. Além disso,
a diidrorotato desidrogenase, uma enzima essencial para a biossintese de
nucleotideos de pirimidina, também foi observada nessa rede, sugerindo sua
importancia na adaptacgao e resposta celular (Figura 30). Tais interagdes reforgam a
funcdo das mitocdndrias ndo apenas como centros de producédo energética, mas
também como locais de integragdo metabdlica entre diversas vias, especialmente em

condi¢des de alto estresse luminico e metabdlico.
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Figura 30 - Rede de interagdo das proteinas identificadas, mostrando associag¢des funcionais entre
proteinas envolvidas na transcri¢do, sintese proteica, sinalizagdo de morte celular programada e

regulagao epigenética

5.16 Analise Proteomica 2D-PAGE

Foram obtidos dois géis 2D-PAGE da cultivar de cana-de-agucar RB92RB9579,

inoculada ou n&o com B.subtilis. Cada gel foi digitalizado em scanner de transparéncia

calibrado para densidade o6tica, e os arquivos de imagem foram utilizados para analise

no programa ImageMaster Platinum v.7.05

A eletroforese bidimensional permitiu a deteccdo de uma média de 0 spots no

(Figura 31).

controle [0 mM] e 6 spots no tratamento com B. subtilis. Como € possivel verificar na
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Figura 31 - Imagens de géis 2D-PAGE com localizagao de spots utilizando extrato de
proteinas totais de folha da cultivar RB92RB9579. A) Extrato obtido de plantas de cana-de-
acgucar inoculadas com B. subtilis, B) Extrato obtido de plantas de cana-de-agucar nao
inoculadas com B. subtilis.

5.17 Identificacao de Proteinas 2D-PAGE
A analise identificou proteinas com fungdes essenciais para processos

metabdlicos e fisioldgicos, principalmente relacionados a fotossintese e ao
metabolismo celular. Destaque para a Ribulose bisphosphate carboxylase small
subunit, chloroplastic (RuBisCO), fundamental na fixacdo de carbono, e a
Photosystem | assembly protein Ycf4, envolvida na montagem do fotossistema |.
Outras proteinas incluem a P-loop NTPase domain-containing protein LPA1 homolog,
que participa da montagem do fotossistema |l, a DEAD-box ATP-dependent RNA
helicase 30, relacionada ao processamento de RNA, e a UDP-glycosyltransferase
88F5, envolvida em glicosilagao e detoxificagdo, como é possivel observar na Tabela
11.

Tabela 11 - Identificacdo de proteinas de Cana-de-agucar, proteinas acumuladas na auséncia da
inoculagao de B. subtilis de 1 a 6. Anotagao putativa a partir do MALDI ToF analisando via PMF na
plataforma MASCOT.

spot  Proteina Origem Escore @ SignificAncia | Funcao Tratamento
1 Ribulose Fixacdo de | RB9579-Bs
bisphosphate carbono na
carboxylase small = Silene fotossintes
subunit, latifolia e
chloroplastic subsp. alba | 38 59
2 Montagem RB9579-Bs
Photosystem | ?o .
. . ; otossiste
assembly protein  Angiopteris ma |
Ycf4 evecta 35 59
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P-loop NTPase Oryza (I;/Ioontagem RB9579-Bs
domain- sativa .
. : fotossiste
containing protein = subsp. ma Il
LPA1 homolog Jjaponica 41 59
Processam RB9579-Bs
ento e
DEAD-box ATP- desenrola
dependent RNA Arabidopsis mento de
helicase 30 thaliana 37 59 RNA
5 Montagem RB9579-Bs
Photosystem | Chaetospha do .
. - fotossiste
assembly protein | eridium ma |
Ycf4 globosum 40 59
6 Glicosilacd | RB9579-Bs
UDP- oe
detoxificac
glycosyltransferas Malus 50
e 88F5 domestica 52 59

5.18 Espectrometria de Massas e Identificagao Presumivel

Foram identificadas 47 proteinas diferenciais (DAPs), correspondendo a cerca de
(6,52%) do total de proteinas diferencialmente acumuladas, sendo 22 proteinas
(3,05%) na condigao da cultivar RB9579 sem inoculagédo da bactéria e sem fertilizante, e
25 proteinas (3,47%) no tratamento da cultivar RB9579 com inoculagéo bacteriana e sem
fertilizante Tabela 12.
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Tabela 12 - Identificagdo das DAPs de cana-de-agucar, proteinas identificadas para o tratamento controle, sem a inoculagdo da bactéria e aplicagdo de

fertilizante.
Descri¢ao Organismo Fold change
Acesso
AOAOU2UOR4 | NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 5_ chloroplastic Saccharum hybrid cultiva 2,708975847
AOA1B2URE9 | Ycf15 Saccharum hybrid cultivar 2,096494307
RB867515
Q6ENUS Cytochrome b559 subunit beta Saccharum officinarum 2,02832134
Q6ENUS8 Cytochrome b559 subunit beta Saccharum officinarum 2,02832134
AOA059Q0MS8 | Protein translation factor SUI1 Saccharum hybrid cultivar R570 2,013211087
AOAOU2W460 | Cytochrome b559 subunit beta Saccharum hybrid cultivar 1,994455156
Q6ENUS Cytochrome b559 subunit beta Saccharum officinarum 1,994455156
13vV630 Small heat-shock protein Saccharum hybrid cultivar ROC22 1,857867983
SATKI5 Superoxide dismutase [Cu-Zn] Saccharum hybrid cultivar GT28 O 1,788593748
AOA059Q1V6 | adenylate kinase Saccharum hybrid cultivar R570 1,630572795
AOA1L2YZG6 | fructokinase Saccharum spontaneum 1,605593382
13V630 Small heat-shock protein Saccharum hybrid cultivar ROC22 1,604365618
AOAOA7DP43 | Superoxide dismutase [Cu-Zn] Saccharum spontaneum 1,566031298
AOAOA7DNY4 | Superoxide dismutase [Cu-Zn] Saccharum hybrid cultivar ROC22 1,566031298
AOAOU2UAJ3 | Photosystem | assembly protein Ycf3 Saccharum hybrid cultivar 1,560990919
AOAOA7DNY4 | Superoxide dismutase [Cu-Zn] Saccharum hybrid cultivar ROC22 1,542127691
Q6ENW3 Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al Saccharum officinarum 1,537067393
Q6ENW3 Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al Saccharum officinarum 1,537067393
Q6ENW3 Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein Al Saccharum officinarum 1,537067393
AOA059PZG0 | Adenosylhomocysteinase Saccharum hybrid cultivar R570 1,524193362
Q6ENW9 ATP synthase subunit a_ chloroplastic Saccharum officinarum 1,522579524
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AOA059Q0Y3

Eukaryotic translation initiation factor 4C

Saccharum hybrid cultivar R570

1,521062172

Tabela 13 - Identificacdo das DAPs de cana-de-agucar, proteinas identificadas para o tratamento com aplicacdo da bactéria e sem a aplicacao de fertilizante.

Acesso Descrigao Organismo Fold change
AOA059Q184 Dehydrin Saccharum hybrid cultivar R570 O 6,40042392
AOA059Q184 Dehydrin Saccharum hybrid cultivar R570 6,40042392
AOA6BOIMW72 V-type proton ATPase proteolipid subunit Saccharum hybrid cultivar 3,270081888
13V632 ABA-stress protein Saccharum hybrid cultivar ROC22 2,575074203
AOA678T6E1 Ferredoxin Saccharum spontaneum 2,466508079
AOA678T6E1 Ferredoxin Saccharum spontaneum 2,373742389
1922G7 Abscisic stress ripening protein Saccharum hybrid cultivar GT28 2,232290565
19Z2G7 Abscisic stress ripening protein Saccharum hybrid cultivar GT28 2,232290565
AOA059PZ09 SKP1-like protein Saccharum hybrid cultivar R570 2,06622716
AOA059PZ09 SKP1-like protein accharum hybrid cultivar R570 2,06622716
AOA2R4QNH2 RNA-binding accharum hybrid cultivar SP80-3280 1,866441261
AOA059Q0U3 Elongation factor 1-alpha Saccharum hybrid cultivar R570 1,820701382
AOA678T4AM5 Probable 6-phosphogluconolactonase Saccharum spontaneum 1,818368302
AOA192GPC4 GTP-binding nuclear protein (Fragment) Saccharum hybrid cultivar ROC22 1,809225915
AOAOU2WA431 Small ribosomal subunit protein bS16c Saccharum hybrid cultivar 1,791102705
AOAO059PYY0 Caffeic acid-3-O-methyltransferase Saccharum hybrid cultivar R570 1,7877771
Q6ENU2 Small ribosomal subunit protein bS18c Saccharum officinarum 1,615450421
D3JUX1 Ferredoxin Saccharum hybrid cultivar FN-1702 1,568607508
AOA059PZ64 RNA binding protein Saccharum hybrid cultivar R570 1,528115896
AOAQO59PYU7 Thiamine thiazole synthase_ chloroplastic Saccharum hybrid cultivar R570 1,520675067
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AOA059Q0I9

Delta-aminolevulinic acid dehydratase

Saccharum hybrid cultivar R570

1,511936106

AOA059Q388

Carbonic anhydrase

Saccharum hybrid cultivar R570

1,510867619

AOA059Q388

Carbonic anhydrase

Saccharum hybrid cultivar R570

1,510867619

AOAO59PYV?2

SAM domain-containing protein

Saccharum hybrid cultivar R570

1,507879043

AOA678T689

Secreted protein

Saccharum officinarum

1,505779106
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5.19 Ontologia Génica
A analise de ontologia génica em termos representativo para diversas etapas,

como localizagdo subcelular, processos biolégicos e fungdo molecular das DAPs,

estédo representadas no grafico abaix

Cellular catabolic process

Phosphate-containing compound metabolic process
Proteolysis

Nuclei acid metabolic process

Regulation of biological process

Carbohydrate metabolic process

Heterocycle biosynthetic process

Aromatic compound biosynthetic process
Alpha-amino acid metabolic process

Cellular component organization

Carbohydrate derivative metabolic process
transport

Organic cyclic compound biosynthetic process
Organic substance catabolic process

Response to stress/stimulos

translation

Nucleobase-containing small molecule metabolic process
Phosphorylation

Cellular amino acid biosynthetic process

Biological process

Em Sem inoculagba de B.s.
mm Com inoculagda de B.s.

Hydrolase activity

Transferase activity

Lyase activity

Ribonucleoside triphosphate phosphatase activity
Metal ion binding

ATP-dependent activity

Kinase activity

Nucleic acid binding
Oxidoreductase activity

ATP binding

Catalytic activity. action on a protein

Molecular function

Membrane protein complex

Intracellular nom-membrane-bounded organelle
nucleus

Complex catalytic

Organelle envelope

Chloroplast inner membrane

TIM22 mitochondrial import inner membrane insertion complex
Stromule

Chloroplast

Cytosol

Protein-containing complex

Integral component of membrane

Organelle membrane

Mitocondrion

Cellular Component

Number of DAPs

Figura 32 - Resumo da quantidade de proteinas e sua categorizagao dos termos deontologia
génica para proteinas diferencialmente acumuladas em cana-de-agucar evidenciando as
diferengas entre os tratamentos. Graficos das proteinas diferenciais de cana-de-agucar sub

metidas ao tratamento sem inoculagdo bacteriana e com inoculagdo bacteriana na cultivar RB9579.

localizagdo subcelular, Fungdo molecular e Processo bioldgico.
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5.19 Expressao de Genes Biomarcadores de Interagao Planta-Bacillus subtilis

POR RT-qPCR

Para a analise da interagdo planta-Bacillus subtilis, foram desenvolvidos

primers especificos destinados a quantificagdo da expresséo de genes biomarcadores

através da técnica de RT-qPCR. Os primers foram pré-selecionados garantindo

especificidade e eficiéncia na detecgao dos genes de interesse. Este processo de pré-

selecdo envolveu a utilizagdo de bases de dados gendbmicos e ferramentas de

bioinformatica para identificar sequéncias alvo, visando uma amplificacdo precisa e

reprodutivel das regides gendmicas relevantes.

Tabela 14 - Tabela com a descricdo das ontologias génicas dos genes biomarcadores citados na
literatura, e o por que foram pré-selecionados e os resultados esperados.

FAD, ligacédo ao
heme, ligacao
ao ion
molibdénio,
ligacdo ao
cofator de
molibdopterina,
atividade da
nitrato redutase
(NADH),
atividade da

nitrato redutase

nitrato,
processo
biossintético de

o6xido nitrico

GENE ACESSO FUNCAO PROCESSO LOCALIZACAO
MOLECULAR BIOLOGICO CELULAR
Sucrose- AOA059Q356 atividade da processo Citoplasma
phosphate sacarose biossintético de
synthase sintase; sacarose
atividade
sacarose-
fosfato sintase
nitrato redutase | AOA1Z5RNB1 Ligacao ao assimilacao de Citoplasma
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(NADPH).
Phosphoenolpyr P29193 atividade da fixagdo de Citoplasma
uvate fosfoenolpiruvat carbono,
carboxylase, o carboxilase fotossintese,
housekeeping ciclo do acido
isozyme tricarboxilico
phosphoenolpyr | AOA1B6QPA5S Ligacéo de gliconeogénese Citoplasmas
uvate ATP, atividade
carboxykinase de
(ATP) fosfoenolpiruvat
o}
carboxiquinase
(ATP)
Defensin AOAO60AFB6 - resposta de Extracelular

defesa
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6.0 DISCUSSAO

6.1 Analise de crescimento das plantas

Os resultados apresentados revelam diferengas significativas entre os
tratamentos aplicados as cultivares RB041443 e RB92579. Na cultivar RB041443, o
tratamento F-Bs+ demonstrou ser o mais eficiente, atingindo 222 cm ao final do
periodo de 165 dias, superando os demais tratamentos. Esse desempenho destaca a
capacidade de Bacillus subtilis em atuar como biofertilizante, promovendo o
crescimento de plantas mesmo na auséncia de fertilizante quimico, provavelmente por
meio de mecanismos como a produgado de fitormdnios, a fixacdo de nitrogénio e a
solubilizacado de nutrientes essenciais, como fosforo e potassio (Rodriguez e Fraga,
1999; Wang et al., 2023).

Por outro lado, na cultivar RB92579, o tratamento F-Bs+ também apresentou o
maior crescimento, atingindo 200 cm, o que corresponde a um aumento de 21% em
relagdo ao tratamento F+Bs+. Notavelmente, o tratamento F-Bs+ iniciou com uma
altura inferior aos demais, mas superou os outros tratamentos ao longo do tempo. Isso
sugere que a acado de B. subtilis pode ser particularmente eficaz em estagios
intermediarios e finais de desenvolvimento das plantas, alinhando-se a estudos que
apontam sua capacidade de modular o metabolismo vegetal para otimizar a absorgao
de nutrientes e a tolerancia a estresses ambientais (Kloepper et al., 2004; Rawat et
al., 2020).

Os tratamentos que incluiram fertilizante (F+Bs- e F+Bs+) apresentaram
resultados inferiores em ambas as cultivares. Esse comportamento pode ser atribuido
a saturagao nutricional do solo, que reduz a eficiéncia da atividade microbiana, como
descrito por Kumar et al. (2019). Além disso, esses resultados ressaltam a viabilidade
do uso de B. subtilis como uma estratégia sustentavel para a redu¢éo da dependéncia
de insumos quimicos, alinhando-se as praticas de manejo agricola integrado (Singh
et al., 2021).

6.2 Analise de contagem do numero de colmos da planta nos tratamentos

Os resultados sobre o numero de colmos entre os diferentes tratamentos indicam
respostas especificas das cultivares RB041443 ("R") e RB92579 ("L") as condicdes
experimentais aplicadas. Na cultivar "R", a auséncia de fertilizante e Bacillus subtilis resultou
em um numero médio de 3 colmos, enquanto os tratamentos F+Bs-, F-Bs+ e F+Bs+ reduziram

essa média para 2 colmos. Esse comportamento pode indicar uma sensibilidade da cultivar a
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interacao entre fertilizante e bactéria, possivelmente causada por competicdo metabdlica ou
alocacao diferenciada de recursos para o crescimento vegetativo em detrimento da formacéao
de colmos.

Por outro lado, a cultivar "L" apresentou um padrao distinto. Na auséncia de
fertilizante e bactéria, o numero médio de colmos foi de 2. Entretanto, nos tratamentos
F+Bs- e F+Bs+, esse numero aumentou para 3, sugerindo que a adigao de fertilizante,
mesmo sem a presencga de B. subtilis, foi determinante para estimular a formagéao de
colmos. Esses resultados corroboram estudos que destacam o papel de fertilizantes
na modulacdo do desenvolvimento estrutural em cultivares especificas, dependendo
de sua resposta genética e ambiental (Kumar et al., 2019; Singh et al., 2021).

Além disso, a interagao diferencial entre os tratamentos nas cultivares sugere
aimportancia de considerar caracteristicas intrinsecas das variedades ao implementar
praticas de manejo agricola. A cultivar "R" pode ser mais dependente de condigdes
de equilibrio nutricional para alcancar seu maximo desempenho, enquanto a "L"
demonstra maior flexibilidade na utilizacdo de nutrientes externos. Estudos prévios
sugerem que a interagao entre fertilizante e biofertilizantes, como B. subtilis, pode ser
influenciada pelo tipo de solo e pela microbiota existente, impactando diretamente no
crescimento e na formagéao de estruturas vegetativas (Rodriguez e Fraga, 1999; Wang
et al., 2023).

Esses achados destacam a necessidade de abordagens personalizadas para
maximizar o potencial produtivo das cultivares, promovendo o uso sustentavel de

insumos agricolas e reduzindo impactos ambientais adversos.

6.3 Analise do valor de %brix das plantas nos tratamentos

Os valores de %Brix observados nas cultivares RB041443 ("R") e RB92579
("L") demonstram diferengas significativas nas respostas as condigdes experimentais,
evidenciando a influéncia dos tratamentos no acumulo de agucares. Na cultivar "R", o
tratamento F-Bs+ apresentou o maior valor médio de 14,05 %Brix, destacando o efeito
benéfico da inoculagdo com Bacillus subtilis na auséncia de fertilizantes. A capacidade
dessa bactéria de melhorar a disponibilidade de nutrientes no solo e estimular o
metabolismo das plantas, mesmo em condi¢des de restricdo de insumos, ja foi
documentada na literatura (Kumar et al., 2019; Wang et al., 2023).

Nos tratamentos LF+Bs- e LF+Bs+, os valores médios foram inferiores,

indicando uma possivel interferéncia negativa do fertilizante na eficacia da bactéria
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em promover o acumulo de acgucares. Essa interacdo pode ser explicada pela
alteracao do balango nutricional e pela competicdo entre os insumos aplicados e os
mecanismos de promogao de crescimento vegetal induzidos por B. subtilis (Singh et
al., 2021). Além disso, a resposta genotipica da cultivar "R" pode estar ligada a uma
maior dependéncia da microbiota do solo para otimizar a eficiéncia de uso de
nutrientes.

A cultivar "L", por sua vez, apresentou o maior valor médio de %Brix (14,5) no
tratamento sem fertilizante e sem inoculagdo bacteriana, indicando que sua
capacidade de acumular agucares € mais independente de insumos externos. Essa
caracteristica pode estar associada a adaptagdes fisioldgicas intrinsecas dessa
cultivar para lidar com condi¢cbes de estresse, como disponibilidade limitada de
nutrientes (Rodriguez e Fraga, 1999). No entanto, o menor valor médio (9,0 %Brix) foi
registrado no tratamento LF+Bs+, sugerindo que a interagdo combinada de fertilizante
e B. subtilis pode ter gerado um efeito adverso nesta cultivar. Esse padrao reforca a
hipotese de que a interagdo de microrganismos promotores de crescimento com
fertilizantes pode ser complexa e dependente do gendtipo da planta e das condigdes
ambientais.

Esses resultados também destacam a importancia de estudos mais detalhados
para entender as dindmicas entre fertilizantes, microrganismos e gendtipos. O manejo
integrado de insumos, levando em consideragcdo as caracteristicas especificas de
cada cultivar, pode ser uma estratégia para otimizar a qualidade e produtividade em
sistemas agricolas sustentaveis. Estudos futuros poderiam investigar os mecanismos
fisioldgicos e moleculares subjacentes a essas respostas distintas para refinar as

recomendagdes de manejo para diferentes variedades de cana-de-agucar.

6.4 Analise do diametro do colmo das plantas nos tratamentos

Os resultados do didmetro dos colmos nas cultivares RB041443 (R) e RB92579
(L) revelam diferencas importantes nas respostas aos tratamentos. Na cultivar
RB041443, os melhores desempenhos foram observados nos tratamentos F-Bs- e
F+Bs+, com médias de 27,5 cm e 27,4 cm, respectivamente, demonstrando uma
diferengca minima entre os dois. Esses dados sugerem que tanto a auséncia de
insumos quanto a aplicagdo combinada de fertilizante e Bacillus subtilis podem manter

o crescimento do colmo nessa cultivar. A pouca variagdo nos demais tratamentos
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(F+Bs- e F-Bs+, com médias de 27,1 cm e 27,0 cm) aponta para uma possivel
estabilidade genética da cultivar, que apresenta crescimento robusto sob diferentes
condicdes.

Por outro lado, a cultivar RB92579 apresentou maior sensibilidade as
condi¢gdes experimentais. O tratamento F-Bs+ destacou-se com uma média de 31,5
cm, representando um aumento significativo de 10,53% em relagdo ao menor valor
(28,5 cm), registrado no tratamento F+Bs+. Curiosamente, embora o tratamento F-
Bs+ tenha iniciado com valores inferiores até os 135 dias, o desempenho apds esse
periodo superou o dos demais tratamentos. Esses resultados podem estar associados
a capacidade de B. subtilis de promover a assimilagao de nutrientes em fases criticas
de crescimento, mesmo na auséncia de fertilizantes, conforme relatado por Singh et
al. (2021).

A resposta inferior do tratamento F+Bs+ na cultivar RB92579 sugere que a
interacao entre fertilizante e B. subtilis pode ter gerado um desequilibrio nutricional ou
efeito competitivo, limitando o crescimento do colmo. A média intermediaria de 30,7
cm no tratamento F+Bs- reforgca a hipotese de que o fertilizante, isoladamente, ainda
proporciona beneficios, mas sem a sinergia esperada com a bactéria. Tais diferengas
entre as cultivares refletem o papel crucial do genotipo na resposta a microrganismos
promotores de crescimento e insumos agricolas, corroborando estudos prévios
(Rodriguez e Fraga, 1999).

Esses resultados destacam a importdncia de estratégias de manejo
personalizadas, que considerem as especificidades de cada genatipo e as interagdes
entre os insumos aplicados. Investigacdes futuras devem explorar os mecanismos
fisiologicos e moleculares subjacentes para elucidar como essas interagbes afetam o

desenvolvimento estrutural das plantas.

6.5 Peso Fresco

Os resultados obtidos no peso fresco das cultivares RB041443 (R) e RB92579
(L) destacam a influéncia significativa dos tratamentos na biomassa final das plantas.
O tratamento F+Bs- apresentou o maior peso em ambas as cultivares, com 2,93 kg
para a RB041443 e 2,62 kg para a RB92579, indicando um impacto positivo do

fertilizante isolado no crescimento e na produtividade. Esses resultados corroboram
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estudos que demonstram o papel dos fertilizantes no aumento da biomassa,
especialmente quando utilizados em condigdes favoraveis (Singh et al., 2021).

Os tratamentos F+Bs+ e F-Bs+ apresentaram pesos frescos similares,
sugerindo que a inoculagdo com Bacillus subtilis contribui para a produtividade,
mesmo na auséncia de fertilizantes. Esses dados destacam a acao da bactéria como
promotora de crescimento, possivelmente associada a producgéo de fitohormbnios e a
melhoria na absorg¢édo de nutrientes pela planta (Rodriguez e Fraga, 1999). Estudos
prévios relatam que a associagcdo de B. subtilis com plantas pode gerar aumentos
significativos na biomassa, principalmente em condi¢cdes de estresse (Vessey, 2003).

Os menores pesos frescos foram observados nos tratamentos F-Bs- para
ambas as cultivares, evidenciando que a auséncia de insumos limita o crescimento
das plantas. A diferenga marcante em relagdo aos outros tratamentos ressalta a
importancia de estratégias combinadas que utilizem tanto fertilizantes quanto
microrganismos promotores de crescimento para otimizar a produtividade agricola.

Esses resultados reforcam a necessidade de manejo agricola integrado,
considerando a interagao entre insumos e gendtipo. Investigagdes adicionais podem
ajudar a compreender melhor os mecanismos envolvidos e otimizar o uso de

bioinsumos para maior sustentabilidade e produtividade.

6.6 Peso Folha Seca

Os resultados do peso das folhas secas das cultivares RB041443 (R) e
RB92579 (L), com os tratamentos F-Bs- apresentando os menores valores para
ambas as cultivares. O controle, F-Bs-, evidenciou que a auséncia de fertilizantes ou
de inoculagéo bacteriana resultou em uma menor biomassa seca. Por outro lado, os
tratamentos com fertilizantes e/ou Bacillus subtilis aumentaram significativamente o
peso das folhas secas. Na cultivar "L", o tratamento F-Bs+ obteve o maior peso seco
(76,32 g), sugerindo um papel mais proeminente do fertilizante, que pode ter
impulsionado a produgdo de biomassa. Na cultivar "R", todos os tratamentos
apresentaram aumentos no peso seco das folhas, com variagdes de 13,32% a 23,93%
em relagcdo ao controle, o que indica um efeito positivo das intervengdes. Tais
resultados estao alinhados com estudos que mostram que tanto a fertilizagdo quanto
a inoculagdo bacteriana desempenham um papel importante na promogao do

crescimento e no aumento da producdo de biomassa, através da melhoria na
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absorcao de nutrientes e na sintese de compostos bioativos (Bhattacharyya et al.,
2015; Meena et al., 2017).

A combinacgao de fertilizantes e Bacillus subtilis parece promover uma sinergia
que beneficia o crescimento das plantas, aumentando a eficiéncia no uso de recursos
e gerando ganhos significativos na produtividade. O aumento no peso das folhas
secas pode refletir um aprimoramento na capacidade fotossintética das plantas,
promovendo maior acumulo de energia e biomassa. Além disso, a resposta positiva
da cultivar "R" aos tratamentos sugere que a interagao genotipica pode influenciar as
respostas ao manejo agronbémico, com algumas cultivares demonstrando maior
sensibilidade ao fertilizante ou a inoculagao bacteriana, como também sugerido em

trabalhos anteriores (Zhao et al., 2015).

6.7 Peso colmo Seco

Os resultados do peso dos colmos secos das cultivares RB041443 (R) e
RB92579 (L) sob os diferentes tratamentos. Observa-se que, ao contrario dos
resultados para o peso fresco e das folhas secas, o peso dos colmos secos foi mais
uniforme entre os tratamentos. No entanto, um destaque foi o tratamento F+Bs+ na
cultivar "R", que apresentou o maior peso, com 178,7 g, representando um aumento
de 6,24% em relagdo ao controle F-Bs-. Para a cultivar "L", o0 mesmo tratamento
(F+Bs+) resultou no menor peso, com 141 g, mostrando uma redugéo de 16,17% em
comparagao ao controle. Esses resultados sugerem que a combinagao de fertilizante
e inoculagao bacteriana tem um efeito variavel dependendo da cultivar, indicando que
a resposta ao tratamento pode ser influenciada por fatores genéticos e pela interagao
especifica entre fertilizante e microrganismos, como discutido por Gupta et al. (2019),
que destacam a importancia da interacdo entre microrganismos e nutrientes na
promogao do crescimento vegetal, e por Zhang et al. (2020), que relatam que os
efeitos dos inoculantes microbianos podem variar conforme a cultivar e as condigoes

ambientais.

6.8 Analise de variancia conjunta

O cultivar RB92RB9579 apresentou um desempenho distinto ao ser cultivado
em diferentes condigdes de inoculacdo com Bacillus subtilis, com a bactéria

influenciando positivamente a expressao fenotipica da caracteristica diametro de
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colmo. De acordo com Ferreira et al. (2007), o didmetro do colmo € uma caracteristica
fundamental para a agroindustria canavieira, pois se correlaciona diretamente com
TCH (Toneladas de Cana por Hectare) e ATR (Agucar Total Recuperavel) (Leite et al.,
2011). Colmos de maior didametro podem indicar um teor elevado de fibra, util para a
produgao de energia, ou um maior armazenamento de sacarose, uma vez que o0 colmo
atua como 6rgao de reserva (Do Nascimento, 2019).

A inoculagdo com B. subtilis demonstrou efeitos positivos na produgédo de
sacarose e no aumento da quantidade de colmos, conforme evidenciado no estudo
de Fonseca et al. (2022). Dentre as duas cultivares testadas, a RB92RB9579
destacou-se positivamente, apresentando desempenho comparavel ou superior em
altura do colmo, massa verde da parte aérea, niumero de colmos e %Brix, em relagao
a cultivar RB041443.

A producéo de sacarose e colmos esta entre as caracteristicas mais desejaveis
no melhoramento genético da cana-de-agucar. Segundo Rosa et al. (2020), a
inoculagdo com B. subtilis pode impactar positivamente a produtividade do colmo,
possibilitando uma reducao de até 75% na adubacéo fosfatada e, consequentemente,
nos custos de producgado. Diferentes rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas (RPCPs), incluindo B. subtilis, contribuem para o desenvolvimento vegetal,
aumentando a absorgao de nutrientes essenciais como nitrogénio (N), fosforo (P) e
potassio (K). B. subtilis, em particular, disponibiliza N as plantas por meio da fixagao
bioldgica, transformando-o em formas assimilaveis (Rosa et al., 2020; Magallon-
Servin et al., 2020).

A disponibilizagao de nutrientes como o fésforo por B. subtilis pode melhorar o
desempenho de varias fungdes vegetais, como a assimilagdo de outros nutrientes e a
ativacdo de processos metabdlicos internos (Marschner, 2011). Dessa forma, a
associacdo de B. subtilis com a cana-de-agucar pode reduzir a necessidade de
fertilizantes. Este estudo apoia essa hipétese, uma vez que a analise de variancia
conjunta nao revelou diferengas significativas entre os tratamentos, sugerindo que os
cultivares submetidos a inoculagdo com B. subtilis alcancaram resultados
semelhantes aos das plantas cultivadas com adubagdes convencionais. Isso também
esta de acordo com os achados de Li et al. (2019) e Tam & Diep (2020), que destacam
que B. subtilis pode reduzir o uso de fertilizantes inorganicos de P e N em diversas

culturas de cana-de-acgucar.
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Por fim, o presente estudo revelou que a inoculagdo com B. subtilis ndo apenas
uniformizou as caracteristicas produtivas entre as duas cultivares com diferentes taxas
de crescimento, mas também resultou em maior didmetro de colmo na cultivar de

crescimento lento (RB92RB9579) durante os primeiros seis meses.

6.9 Comparagao de médias

Observou-se variagdes significativas no didametro do colmo entre os diferentes
ambientes para as duas cultivares de cana-de-agucar. A aplicagdo de Bacillus subtilis
possibilita uma redugcdo na necessidade de adubagdo, enquanto mantém a
produtividade e o rendimento comparaveis aos obtidos com adubacao convencional,
conforme evidenciado nos estudos de Rosa et al. (2020) e Aye et al. (2021).

A diferenga no crescimento do diametro do colmo pode estar relacionada a
capacidade de fixagao de nitrogénio realizada pela B.subtilis, o que contribui para o
aumento do desenvolvimento e produg¢ao da cana-de-agucar. Essa associagao pode
ter ativado a expressdo de genes responsaveis pelo aumento do didmetro, como
demonstrado por LOPES et al. (2019), que observaram resultados distintos em
cultivars de cana-de-agucar submetidas a aplicacéo de B.subtilis.

A maior disponibilidade de nutrientes proporcionada pela interagcdo com a B.
subtilispode influenciar diretamente no aumento do didmetro do colmo. Esses
nutrientes, captados pela planta, promovem o desenvolvimento fisiologico e,
consequentemente, possibilitando que a planta desenvolva caracteres fisioldgicos,

entre elas o didmetro do colmo.

6.10 Analise de regressao

A analise dos resultados obtidos revela um excelente ajuste do modelo de
regressao aos dados observados. A verificacdo do coeficiente de determinagao (R?)
nos permite avaliar a qualidade da regressao e sua capacidade de explicar a variagéo
dos dados em relagcdo ao modelo utilizado. Neste estudo, os valores de R? obtidos
para os diferentes ambientes demonstram um ajuste excepcional do modelo.

No ambiente 1, o R? alcangou uma pontuacdo de 0,9631, indicando que
aproximadamente 96,31% da variagao no diametro do colmo pode ser explicada pelas

variaveis independentes incluidas no modelo de regress&o. Essa alta porcentagem



25

sugere uma forte relagcdo entre as variaveis explicativas e a variavel resposta,
fornecendo uma sélida base para as conclusdes derivadas deste estudo.

Ja no ambiente 2, o R? alcangou uma pontuagéo ainda mais elevada, atingindo
0,982. Isso significa que aproximadamente 98,2% da variagao no didametro do colmo
pode ser explicada pelas variaveis consideradas no modelo de regresséo. Essa alta
porcentagem de variancia explicada indica que o modelo € altamente preditivo e capaz
de fornecer uma compreensao abrangente do comportamento do didmetro do colmo
em diferentes condicbes ambientais.

Esses resultados sugerem que o modelo de regresséo utilizado neste estudo &
robusto e confiavel para explicar as variagcdes observadas no didmetro do colmo da
cana-de-agucar ao longo dos diferentes ambientes. Além disso, o alto coeficiente de
determinagao reforca a validade das conclusdes derivadas deste trabalho e sua
relevancia para o entendimento do crescimento e desenvolvimento dessa cultura sob
diferentes condicbes ambientais.

Portanto, a analise do R? evidencia ndo apenas a qualidade do ajuste do
modelo de regressao aos dados, mas também a capacidade deste modelo em explicar
e prever o comportamento do didmetro do colmo da cana-de-acucar em diferentes

ambientes, contribuindo assim para o avango do conhecimento cientifico nesta area.

6.11 Isolamento Bacteriano

Diversos estudos tém se voltado para a aplicagcao de Bacillus subtilis em
diversas areas de cultura, e o isolamento e a confirmagdo da presenga ou nao
presenca nos tratamentos, se torna crucial para confirmar a eficacia do experimento.
O género Bacillus pode ser isolado por procedimentos relativamente simples, como
descrito por Mercado & Olmos (2022). Métodos de isolamento de Bacillus subtilis pode
ser visualizado nos trabalhos de GHOSH & SETLOW (2009).

A caracterizagdo morfoldégica € um passo crucial para a identificacédo de
isolados de B.subtilis, os dados das caracteristicas morfologicas ilustrados pelo
trabalho de ZAKAVI (2022), foram cruciais para a categorizacdo morfolégica deste
presente trabalho. A morfologia das colénias observada entre os meios para o
crescimento bacteriano, revelou que compativelmente com as caracteristicas, a maior
concentracédo de Bacillus subtilis, se concentra nos tratamentos dos cultivares que

receberam a aplicagao de B.subtilis.
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Apods 2 dias de incubagao, verificou-se o crescimento de apenas 1 colbnia
bacteriana na placa do tratamento 1 sem a inoculagéo de B.subtilis, para a diluicao
102, e nenhum crescimento na mesma diluigdo para o tratamento 104, o que sugere
que essa Unica coldnia na diluicdo 102 possa ser de Bacillus subtilis, conforme a
comparagao com as caracteristicas fisicas dos tratamentos controle.

Para as placas do tratamento 2 com a aplicagdao de B.subtilis, houve
crescimento bacteriano em ambas as diluigdes, porém em menor quantidade na
diluicao 104. Em ambas as diluigdes, foram observadas diversas col6nias diferentes,
incluindo aquelas que poderiam indicar a presenga de Bacillus subtilis, mas em
quantidade reduzida.

Ja nas placas dos tratamentos 1 e 2 com a aplicagao de B.subtilis, foi
observado crescimento de varias colb6nias bacterianas em todas as diluigbes.
Notavelmente, as colénias que poderiam ser de B. subtilisestavam presentes em
maior quantidade.

Pode-se concluir que, de acordo com a comparagao das caracteristicas
morfologicas das colbnias indicativas de B. subtilisentre os tratamentos 1, 2, sem
aplicacido de B.subtilis, e 1 e 2 com aplicagdo de B.subtilis, houve uma maior
concentracao de coldnias que se referem a B. subtilisnas placas dos tratamentos 1 e
2 que houve a aplicagao de B.subtilis, indicando uma maior concentragcao de Bacillus
subtilis nos tratamentos onde a bactéria foi aplicada.

Esta sendo realizando uma analise para quantificar a colonizagao por Bacillus
subtilis (B.subtilis) utilizando a técnica de qPCR (quantitative Polymerase Chain
Reaction). Este método tem a fungado de validar as diferengas observadas entre os
tratamentos na interacao entre a planta e o B.subtilis. A quantificacdo precisa através
do gPCR nos permitira determinar a extensdo da colonizagdo bacteriana e
correlacionar esses dados com os efeitos observados nos tratamentos aplicados.
Assim, pode-se confirmar com maior rigor cientifico como cada tratamento influencia

a colonizagao e, consequentemente, a interacéo planta-B.subtilis,

6.12 Quantificagao da colonizagao por Bacillus subtilis por qPCR

A diferenca de 4 ciclos na amplificacdo entre os tratamentos "LC" e "LS"
corresponde a uma diferenga exponencial na quantidade de DNA, ja que a
amplificacdo em gPCR segue uma base de duplicagdo logaritmica. Cada ciclo de

diferenga representa aproximadamente o dobro de material genético. Portanto, a
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presenca de Bacillus subtilis no tratamento "LC" foi consideravelmente maior,

validando o sucesso da inoculagao e sugerindo uma colonizagéo eficiente da bactéria.

6.13 Quantificagao dos pigmentos fotossintetizantes.

A aplicacao de Bacillus subtilis resultou em aumentos substanciais nos niveis
de clorofilas A, B e total (A+B) nas cultivares RB041443 e RB92579, demonstrando o
impacto positivo do tratamento. Na RB041443, os valores de clorofila A aumentaram
de 8,5 para 18,7 g.kg de MS (120%), enquanto a clorofila B subiu de 3,6 para 9,9 g.kg
de MS (175%). A clorofila total apresentou um aumento de 139,17%, alcangando 28,7
g.kg de MS. Ja na RB92579, os valores de clorofila A e B subiram de 8,9 e 4,01 para
18,7 € 9,9 g.kg de MS, respectivamente, enquanto a clorofila total passou de 12,9 para
28,6 g.kg de MS, com aumentos superiores a 110% em todas as métricas.

Esses resultados reforcam o papel de B. subtilis como promotor de crescimento
vegetal, especialmente por melhorar a eficiéncia na absorgdo de nutrientes como o
nitrogénio, essencial para a sintese de clorofilas, conforme relatado por Souza et al.
(2020). O aumento das clorofilas esta associado a uma maior capacidade
fotossintética, conferindo as plantas maior vigor e resiliéncia a condigbes adversas,
como observado por Araujo et al. (2021). A presenca da bactéria também estimula a
producdo de metabdlitos secundarios que podem contribuir para o aumento na
fotossintese e na eficiéncia no uso da luz pelas plantas, corroborando com achados
de Kumar et al. (2022).

Além disso, a diferenga entre as cultivares demonstra que a resposta ao
tratamento pode ser influenciada por caracteristicas genéticas especificas, indicando
a necessidade de estudos adicionais para explorar a interagdo gendtipo-bactéria.
Esses achados s&o consistentes com pesquisas recentes que destacam o uso de
inoculantes bacterianos como uma abordagem sustentavel para melhorar a produgao
agricola (Silva et al., 2023; Mendes et al., 2023).

6.14 Analise Proteémica SDS-PAGE

Os dados obtidos a partir da analise protedmica revelaram alteracbes
expressivas no perfil proteico das cultivares de cana-de-agucar RB041443 e RB92579
apos a inoculagdo com Bacillus subtilis. Essas mudangas evidenciam uma resposta
adaptativa a nivel molecular promovida pela interagcao planta-microrganismo, com

implicagdes no fortalecimento da capacidade adaptativa e metabdlica das plantas.
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6.14.1 Proteinas Relacionadas ao Estresse e Adaptacao

A identificagcdo de proteinas como PPCS1_ORYSJ e DPHS1_ARATH destaca
sua relevancia em processos de resposta ao estresse ambiental. Estudos prévios
indicam que proteinas relacionadas a fosforilagdo e regulacdo do estresse, como
PPCS1_ORYSJ, desempenham um papel crucial na mitigacdo de danos oxidativos,
especialmente em plantas expostas a condigcdes adversas (KIM et al., 2018). A
presenga dessas proteinas nas plantas tratadas com B. subtilis sugere que a bactéria
contribui para a ativagdo de vias de sinalizagdo de estresse, potencializando a
sobrevivéncia e o desenvolvimento vegetal.

Proteinas de choque térmico, como HSP21 IPONI, foram expressas
significativamente em condi¢gdes com B. subtilis. Essa classe de proteinas é conhecida
por sua capacidade de estabilizar estruturas proteicas sob estresse térmico e

oxidativo, auxiliando na manutencédo da integridade celular (WANG et al., 2017).

6.14.2 Metabolismo Energético e Fotossintese

A maior abundancia de proteinas cloroplastidiais, como ATP synthase subunit
beta e NAD(P)H-quinone oxidoreductase, reflete uma melhoria nos processos
fotossintéticos. Essas proteinas sdo essenciais para o transporte de elétrons e a
producdo de energia, etapas criticas para a assimilagdo de carbono e crescimento
vegetal (ZHANG et al., 2020). Além disso, a interagdo dessas proteinas com
componentes ribossomais e RNA polimerases indica um aumento na eficiéncia da
transcricdo e traducdo dentro dos cloroplastos, promovendo maior produtividade
fotossintética (SMITH et al., 2016).

6.14.3 Fortalecimento Estrutural e Biossintese de Lignina

A expressao de C3H41_ARATH e CADH_EUCBO, proteinas envolvidas na
biossintese de lignina, aponta para um incremento na resisténcia estrutural das
plantas tratadas. A lignificacdo € um processo fundamental para a formagao de
barreiras contra patégenos e para a tolerancia a estresses abidticos, como seca e
salinidade (LACERDA et al., 2019). Essas alteragdes sugerem que o tratamento com

B. subtilis promoveu um aprimoramento na integridade estrutural das cultivares.
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6.14.4 Regulacao Génica e Respostas Epigenéticas

A presenca de proteinas como histonas acetiltransferases na rede de interagao
proteica reforca o papel da regulacdo epigenética na adaptagdo das plantas. A
modificagdo de histonas € um mecanismo central para a regulacdo da expressao
génica em resposta a estimulos ambientais, permitindo uma resposta mais rapida e

eficiente a fatores de estresse (ZHOU et al., 2021).

6.14.5 Discussao dos Escores Obtidos e Impacto da Inoculagao

A analise protebmica conduzida por eletroforese bidimensional (2D-PAGE)
seguida de identificacdo de proteinas revelou diversas proteinas associadas a
interacdo da cana-de-agucar com Bacillus subtilis. Os spots selecionados foram
submetidos a analise contra o banco de dados Swiss-Prot, com um limiar de
significancia estabelecido em um score de 59, considerando-se significativas as
identificacdes com valor de p menor que 0,05.

Entre as proteinas identificadas, algumas se destacaram por seu score elevado
e relevancia biolégica no contexto de interagdo planta-bactéria. A proteina Dual
Specificity Protein Phosphatase PHS1, originaria de Arabidopsis thaliana, apresentou
um score de 62, classificando-se como significativa (p<0,05), sugerindo seu potencial
envolvimento em vias de sinalizagao e resposta ao estresse induzido pela inoculagao
de B. subtilis. De maneira semelhante, proteinas como PPCS1 de Oryza sativa e
PKS2 de Arabidopsis thaliana também exibiram scores acima do limiar (76 e 63,
respectivamente), indicando um papel potencial na regulagdo do metabolismo
secundario e na modulagao da resposta ao estresse abiotico e bidtico.

Por outro lado, a maioria dos spots apresentou scores abaixo do limiar de
significancia, o que pode indicar proteinas com baixa abundancia ou pouca afinidade
com as condigdes experimentais. Esses resultados destacam a importadncia de
proteinas especificas em processos de adaptacédo da planta, ao passo que também

revelam a variabilidade das respostas protedmicas nas interagdes simbioticas.

6.15 Proteémica 2D-PAGE

A analise protebmica da cultivar de cana-de-agucar RB9579 inoculada com
Bacillus subtilis revelou a presenca de seis proteinas exclusivas no tratamento,
destacando-se pela relagdo com processos fundamentais de fotossintese,

metabolismo energético e adaptagéao celular.
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6.15.1 Eletroforese Bidimensional e Detec¢ao de Spots Proteicos

A eletroforese 2D-PAGE possibilitou a visualizacao clara de diferencas no perfil
proteico entre os tratamentos, com 0 spots detectados no controle e 6 no tratamento
com B. subtilis. Esses dados indicam que a inoculagdo promoveu mudangas no
protecoma da planta, sugerindo o envolvimento de mecanismos moleculares
associados ao aumento da eficiéncia metabdlica e da capacidade de resposta ao

ambiente.

6.15.2 Ribulose bisphosphate carboxylase small subunit, chloroplastic
(RuBisCO)

A RuBisCO ¢é a principal enzima envolvida na fixagdo de carbono, sendo
fundamental para o ciclo de Calvin na fotossintese. A presenca dessa subunidade em
RB9579-Bs sugere que a inoculacdo com B. subtilis potencializou o metabolismo
fotossintético da planta, otimizando a assimilacdo de carbono e favorecendo o
crescimento vegetal. Estudos indicam que microrganismos como B. subtilis podem
aumentar a eficiéncia fotossintética ao melhorar a disponibilidade de nutrientes e agua
(MEENA et al., 2020).

6.15.3 Photosystem | Assembly Protein Ycf4 e Montagem do Fotossistema
Duas proteinas relacionadas ao fotossistema foram detectadas: Ycf4,
associada a montagem do Fotossistema |, e LPA1 homolog, envolvida no
Fotossistema Il. Essas proteinas sédo cruciais para a formagcao e estabilidade dos
complexos fotossintéticos, permitindo a captura eficiente de luz e a geragao de energia
quimica. O aumento na expressao dessas proteinas indica um aprimoramento da
capacidade fotossintética, possivelmente mediada por sinais quimicos derivados da

interac&o planta-microrganismo.

6.15.4 DEAD-box ATP-dependent RNA Helicase 30

Essa helicase desempenha um papel essencial no processamento de RNA,
sendo importante para a tradug¢ao e regulagcéo génica sob condigdes de estresse. Sua
presenca reforga a ideia de que a inoculagdo com B. subtilis pode induzir ajustes

moleculares que aumentam a eficiéncia de processos celulares basicos, como a
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sintese proteica, garantindo melhor adaptagéo as condigbes ambientais (ZHANG et
al., 2017).

6.15.5 UDP-glycosyltransferase 88F5 e Detoxificagao

A UDP-glycosyltransferase 88F5 esta associada a modificag&o e inativagcédo de
compostos téxicos. A detecgao dessa proteina no tratamento indica um papel protetor
no metabolismo secundario, ajudando a planta a lidar com estresses quimicos e a
acumular metabdlitos glicosilados, que sdo mais estaveis e menos tdxicos. Essa
atividade é frequentemente associada a uma melhor tolerancia a fatores abidticos,

como salinidade e poluentes (KIM et al., 2018).

6.15.6 Implicagdes do Tratamento com B. subtilis

A inoculagdo com B. subtilis demonstrou um impacto significativo na regulagao
do proteoma da RB9579, promovendo o acumulo de proteinas relacionadas a
fotossintese e ao metabolismo celular. Esse efeito pode ser explicado pela liberagao
de compostos volateis e sinais moleculares que estimulam a expressao de genes de
defesa e crescimento na planta hospedeira. Esses resultados sao consistentes com
estudos que destacam o potencial de B. subtilis como biofertilizante e indutor de

resisténcia sistémica em plantas.

6.16 Analise protedmica LC MS/MS

A anadlise protedmica da cana-de-agucar no tratamento sem inoculagao de
Bacillus subtilis revelou um perfil caracteristico de proteinas envolvidas principalmente
na manutencdo de processos metabdlicos basais, defesa antioxidante e eficiéncia
fotossintética. Esses resultados refletem o estado fisiolégico da planta em condigdes
padrdo de cultivo, sem influéncia direta de microrganismos promotores de

crescimento.

6.16.1 Fotossintese e Transporte de Elétrons

Um dos aspectos mais marcantes dessa condicao foi a expressao diferencial
de proteinas relacionadas ao fotossistema, como a Photosystem | P700 chlorophyll a
apoprotein A1 (fold change 1,54) e a Photosystem | assembly protein Ycf3 (fold
change 1,56). A Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein A1 é essencial na

conversdo da energia luminosa em energia quimica durante a fotossintese,
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participando do transporte de elétrons dentro do fotossistema I. Ja a Ycf3 atua como
uma proteina de montagem crucial para o funcionamento estrutural do fotossistema I.
Estudos anteriores mostram que a presenca dessas proteinas em niveis elevados
estd correlacionada com uma maior eficiéncia no uso da luz, garantindo a
continuidade da produgédo de energia mesmo em condigbes subdtimas de cultivo
(Nelson & Yocum, 2006).

Outra proteina de destaque foi a NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 5
(fold change 2,71), envolvida na cadeia de transporte de elétrons nos cloroplastos.
Essa proteina desempenha um papel importante na regeneracdo de NADP+,
necessario para as reagdes do ciclo de Calvin. Sua alta expressao sugere que, mesmo
sem a inoculagado bacteriana, a planta mantém um fluxo eficiente de transporte de
elétrons, indicando robustez metabdlica no processo fotossintético (Zhao et al., 2013).

A identificagdo de multiplas isoformas da Cytochrome b559 subunit beta (fold
change 1,99 a 2,02) reforga a estabilidade do fotossistema Il nessa condicdo. Essa
proteina é critica para a protegcao contra danos fotooxidativos, funcionando como uma

linha de defesa dentro do fotossistema Il durante a absorgao de luz (Cai et al., 2017).

6.16.2 Defesa Antioxidante e Resposta ao Estresse Oxidativo

A planta sem inoculagao de Bacillus subtilis demonstrou uma regulagao robusta
do sistema antioxidante, evidenciada pela presenca de multiplas isoformas da
Superoxide dismutase [Cu-Zn] (SOD), com fold change variando entre 1,54 e 1,78. A
SOD catalisa a conversao de radicais superdxido em peroxido de hidrogénio, sendo a
primeira linha de defesa contra espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas durante
o metabolismo celular, particularmente na fotossintese (Gill & Tuteja, 2010).

Além disso, a Small heat-shock protein (fold change 1,85) foi identificada como
outro componente importante da resposta ao estresse. Essas proteinas de choque
térmico sado conhecidas por sua fungao no refolding de proteinas desnaturadas e na
prevencao da agregacao proteica em condi¢des de estresse oxidativo ou térmico. Sua
expressao na condicdo sem inoculagao sugere que, mesmo em condi¢gdes de cultivo
normais, a planta ativa mecanismos de protecao basal para evitar danos celulares
(Waters et al., 1996).
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6.16.3 Regulagao da Tradugao e Metabolismo Celular

A regulacao da sintese proteica foi evidenciada pela presenca do Protein
translation factor SUI1 (fold change 2,01) e do Eukaryotic translation initiation factor
4C (fold change 1,52). Esses fatores sao cruciais na regulagcdo da tradugdo em
plantas, desempenhando papéis centrais na montagem do ribossomo e na selegéo
precisa de RNAs mensageiros para tradugcédo. A expressédo dessas proteinas sugere
que, mesmo sem estresse externo significativo, a planta mantém altos niveis de
atividade biossintética para sustentar fungdes metabdlicas essenciais (Clemens et al.,
2010).

A Adenosylhomocysteinase (fold change 1,52), outra proteina diferencialmente
expressa, desempenha papel central no metabolismo de metionina e na regulagéo da
via de metilacdo. Esse mecanismo é fundamental para a modulagao epigenética de
genes e para a biossintese de compostos secundarios, indicando que a planta sem
inoculacao prioriza o funcionamento metabdlico basico para adaptagao ao ambiente
(Roje, 2006).

6.16.4 Comparacao com Estudos Anteriores

Os resultados obtidos sdo consistentes com estudos anteriores que
investigaram o proteoma basal de cana-de-agucar em condigbes de cultivo sem
inoculagao bacteriana. Por exemplo, Zhao et al. (2013) destacaram que proteinas do
fotossistema e antioxidantes sao altamente conservadas em plantas que enfrentam
condigdes ambientais normais, mas ainda assim devem manter uma regulacéo fina
do transporte de elétrons e defesa contra ROS. Adicionalmente, a presenca de fatores
de traducdo confirma a ideia de que plantas cultivadas sem microrganismos
promotores de crescimento priorizam a manutengdo de processos celulares

essenciais em vez de ativar respostas metabdlicas amplificadas.

6.16.5 Respostas ao Estresse Induzidas pela Inoculagao

Uma das proteinas de maior destaque no tratamento com Bacillus subtilis foi a
Dehydrin (fold change 6,40), amplamente conhecida por sua atuagdo em condi¢des
de desidratacdo e estresse osmotico. Dehydrins s&o proteinas hidrofilicas que
estabilizam estruturas celulares como membranas e proteinas durante condi¢des
adversas. Sua superexpressao sugere que a inoculacdo bacteriana ativa vias de

sinalizacao de estresse, conferindo a planta maior resiliéncia a condicbes ambientais
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desafiadoras. Estudos prévios com gramineas mostram que essas proteinas estao
frequentemente associadas a tolerdncia a seca, mediando a retengcdo de agua
intracelular e protegendo contra a geragao de espécies reativas de oxigénio (Kosova
et al., 2014).

As proteinas relacionadas ao metabolismo do acido abscisico (ABA), como a
ABA-stress protein (fold change 2,57) e a Abscisic stress ripening protein (fold change
2,23), reforcam a importancia do ABA como sinalizador em respostas de estresse. O
ABA desempenha papel central na regulacdo de respostas a estresses abidticos,
promovendo o fechamento estomatico, a redugdo da perda de agua e a indugéo de
genes de defesa (Finkelstein, 2013). Esses resultados indicam que Bacillus subtilis
nao apenas melhora a capacidade da planta de responder a mudangas ambientais,
mas também influencia diretamente a via de sinalizagdo hormonal, amplificando a

expressao de proteinas de defesa.

6.16.6 Melhoria da Eficiéncia Fotossintética e Metabolismo Energético

A inoculacdo com Bacillus subtilis também teve um impacto notavel na
expressao de proteinas associadas ao metabolismo energético e a fotossintese, como
a Ferredoxin (fold change variando entre 2,37 e 2,46). A ferredoxin € um componente
chave no transporte de elétrons durante a fotossintese, participando de reagdes redox
essenciais para a producdo de ATP e NADPH. O aumento dessa proteina no
tratamento com inoculagdo bacteriana sugere um fortalecimento da eficiéncia
fotossintética, um efeito amplamente documentado em estudos sobre interagdes
planta-microrganismo (Wang et al., 2020). Esse aumento também pode estar
relacionado a maior capacidade de assimilacdo de carbono e reducdo de compostos
oxidativos nos cloroplastos.

A expressao elevada da V-type proton ATPase proteolipid subunit (fold change
3,27) reforgca o papel do metabolismo energético na adaptagdo da planta. Essa
proteina € responsavel pela manutengdo do gradiente de protons em organelas
celulares, regulando o pH intracelular e o transporte de ions. Estudos com plantas
inoculadas por rizobactérias mostram que a atividade de bombas de prétons esta
associada a maior eficiéncia no transporte de nutrientes e ao aumento do metabolismo

celular, particularmente em condi¢des de estresse ambiental (Gao et al., 2021).
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6.16.7 Regulagao da Tradugao e Atividade Metabdlica

No tratamento com inoculacdo bacteriana, observou-se um aumento na
expressao de proteinas envolvidas na tradugéo, como o Elongation factor 1-alpha (fold
change 1,82) e proteinas ribossomais, incluindo a Small ribosomal subunit protein
bS16¢c (fold change 1,79). Essas proteinas desempenham papéis criticos na
montagem do ribossomo e na regulagdo da tradugcdo de proteinas, garantindo a
producgao eficiente de enzimas e outros componentes necessarios para a adaptacgao
metabdlica. A modulacdo da tradugdo é frequentemente associada a respostas
rapidas da planta a mudangas nas condicdes ambientais, o que pode explicar o
aumento da biomassa e eficiéncia metabdlica relatados em plantas associadas a
Bacillus subtilis (Verbruggen & Hermans, 2008).

Outra proteina de destaque foi a Delta-aminolevulinic acid dehydratase (fold
change 1,51), envolvida na biossintese de clorofilas e hemes. Esse resultado sugere
que o tratamento com Bacillus subtilis também influencia a capacidade fotossintética
ao nivel molecular, regulando diretamente os componentes necessarios para a

captura de luz e produgao de energia.

6.16.8 Comparacgao entre os Tratamentos

A comparacao entre os tratamentos sem e com inoculagao bacteriana destaca
diferengas significativas na expresséo de proteinas associadas a adaptagdo ao
estresse e ao metabolismo energético. Enquanto o tratamento sem inoculagao
apresentou um perfil protedbmico mais conservador, com foco em proteinas
relacionadas a fotossintese basal e defesa antioxidante, o tratamento com Bacillus
subtilis revelou um aumento notavel em proteinas que conferem maior resiliéncia e
eficiéncia metabdlica. Essa mudancga € consistente com o papel das rizobactérias
promotoras de crescimento, que atuam como bioestimulantes, influenciando o

metabolismo primario e secundario da planta.

6.17 Expressao de genes biomarcadores de interagao planta-Bacillus subtilis
por RT-qPCR

As amostras de RNA e cDNA subsequentes serdo analisadas via RT-qPCR,
para quantificacao relativa especifica dos genes biomarcadores pré-selecionados

codificantes das proteinas descritas no quadro a seguir, onde sdo detalhadas as



36

respectivas ontologias génicas de fungao molecular, processo bioldgico e localizacao

celular.

Tabela 15 - Tabela com a descricdo das ontologias génicas dos genes biomarcadores citados na

literatura, e o por que foram pré-selecionados e os resultados esperados.

GENE ACESSO FUNCAO PROCESSO LOCALIZACAO
MOLECULAR BIOLOGICO CELULAR
Sucrose- AOA059Q356 atividade da processo Citoplasma
phosphate sacarose biossintético de
synthase sintase; sacarose
atividade
sacarose-
fosfato sintase
nitrato redutase | AOA1Z5RNB1 Ligagéo ao assimilacao de Citoplasma
FAD, ligagéo ao nitrato,
heme, ligacao processo
ao ion biossintético de
molibdénio, oxido nitrico
ligagéo ao
cofator de
molibdopterina,
atividade da
nitrato redutase
(NADH),
atividade da
nitrato redutase
(NADPH).
Phosphoenolpyr P29193 atividade da fixacao de Citoplasma
uvate fosfoenolpiruvat carbono,
carboxylase, o carboxilase fotossintese,
housekeeping ciclo do acido
isozyme tricarboxilico
phosphoenolpyr | AOA1B6QPA5 Ligacéo de gliconeogénese Citoplasmas
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uvate ATP, atividade
carboxykinase de
(ATP) fosfoenolpiruvat
o}

carboxiquinase
(ATP)

Defensin AOAO60AFB6 - resposta de Extracelular

defesa

8.0 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, a analise protedmica realizada nos
tratamentos com e sem a inoculacdo de Bacillus subtilis evidenciou diferencas
significativas na expressao de proteinas na cana-de-agucar. A amplificagao por gPCR
do gene pycA confirmou a presenca mais expressiva do DNA de Bacillus subtilis no
tratamento inoculado, com a amplificagao ocorrendo mais precocemente no ciclo 14,
enquanto no tratamento controle (sem inoculagao), essa amplificacao foi observada
apenas no ciclo 18. Esse resultado sugere que a inoculagao da bactéria promoveu
uma maior colonizagao e integragdo com o sistema radicular da planta, refletindo na
expressao diferencial de proteinas envolvidas em processos metabdlicos e
fisiologicos.

As proteinas identificadas no tratamento com Bacillus subtilis incluem proteinas
sensiveis ao acido abscisico (ABA-responsive proteins), que desempenham papéis
cruciais na resposta ao estresse hidrico e no desenvolvimento da planta, e proteinas
relacionadas a resposta ao estresse, indicando a ativagao de mecanismos de defesa
da planta frente a estimulos externos. Adicionalmente, foram detectadas enzimas
associadas a glicélise e ao ciclo do acido tricarboxilico (TCA), o que evidencia um
aumento no metabolismo energético. Esse fendmeno pode estar associado ao maior
crescimento e vigor das plantas inoculadas, uma vez que processos energéticos
eficientes sdo fundamentais para o desenvolvimento vegetal em condigdes 6timas ou
de estresse.

Dessa forma, os resultados sugerem que a inoculagédo de Bacillus subtilis na

cana-de-acgucar ndo apenas promoveu uma maior colonizagao da bactéria no sistema
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radicular, como também induziu a expressao de proteinas relacionadas a resposta ao
estresse e ao metabolismo energético. Esses dados corroboram estudos anteriores,
que destacam o potencial de Bacillus subtilis como um promotor de crescimento
vegetal e indutor de tolerancia a estresses abioticos. Assim, a aplicacdo dessa
bactéria pode ser considerada uma estratégia promissora para o manejo sustentavel

e para o aumento da produtividade da cana-de-agucar em condigdes de cultivo.
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