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RESUMO

SOUSA, R. M. S. Diversidade de bactérias associadas a rizosfera de
genoétipos de feijdo-fava. 2020, 58f. Dissertacdo (Mestrado/Genética e
Melhoramento) - UFPI, Teresina, 2020.

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma leguminosa de grande importancia
para paises da América do Sul, Africa e América Central como fonte de
proteinas. No Brasil tem grande relevancia, principalmente para a regido
Nordeste como alternativa de renda e alimento. Diversos estudos apontam que
€ na rizosfera o local onde as plantas assimilam mais nutrientes e em troca
depositam no solo diferentes tipos de exsudatos radiculares que influenciam a
biomassa microbiana, até mesmo entre gendtipos da mesma espécie,
contribuindo para a diversidade de microrganismos, bem como para a qualidade
nutricional da planta. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar a
diversidade bacteriana presente na rizosfera e no solo n&o rizosférico de
diferentes genotipos de feijdo-fava. Assim, foram conduzidos ensaios de
avaliacdo com quatro variedades crioulas de feijdo-fava no municipio de
Teresina-Pl, na qual foram obtidas amostras de solo rizosférico e néo rizosférico
para extracdo de DNA e analises quimicas e biologicas do solo, seguido do
sequenciamento por meio da plataforma lllumina MiSeq. O sequenciamento
gerou um total de trés milhdes de sequéncias que, ap0s 0 processamento de
gualidade foram obtidas, em média, 125.000 sequéncias por amostra,
permanecendo, no total, apenas 74.270 sequéncias. A partir desta analise,
verificam-se que, a rizosfera do feijao-fava foi enriquecida com a presenca dos
filos Proteobacteria e Actinobacteria, enquanto no solo néo rizosférico o filo
Firmicutes e sequéncias que néo foram classificadas em nenhum filo bacteriano
foram predominantes. Ainda, observa-se que na rizosfera de cada acesso foram
encontradas bactérias das ordens Gaiellales e Sphingomonadales, sugerindo-se
a formacdo de um grupo especifico selecionado pelo P. lunatus, apesar de o
indice que mede a rigueza de espécies nao ter sido estatisticamente significativo
neste estudo. Analisando a relacdo das variaveis ambientais do solo com os
gendtipos, observa-se que houve uma clara distingdo entre os acessos, sendo
os valores de carbono, nitrogénio e célcio os principais fatores determinantes da
estrutura das comunidades microbianas do feijao-fava. Desse modo, 0s
resultados indicam que o feijdo-fava selecionou uma comunidade bacteriana
especifica para colonizar as rizosferas com base nos diferentes exsudatos
radiculares eliminados por cada genatipo, sendo os acessos UFPI-944 (Boca de
Moca) e UFPI-1241 (Raio de Sol) os que mais contribuiram para a estrutura e
diversidade de bactérias no solo rizosférico.

Palavras-chave: abundancia, metagenémica, Phaseolus Ilunatus, riqueza,

rizomicrobioma



ABSTRACT

SOUSA, R. M. S. Diversity of bacteria associated with the rhizosphere of
genotypes of lima beans. 2020, 58f. Dissertation (Master /Genetics and
Breeding) — UFPI, Teresina, 2020.

The lima bean (Phaseolus lunatus L.) is a legume of great importance for
countries in South America, Africa and Central America as a source of proteins.
In Brazil it has great relevance, mainly for the Northeast region as an alternative
of income and food. Several studies indicate that the rhizosphere is the place
where plants assimilate more nutrients and in turn deposit different types of root
exudates in the soil that influence microbial biomass, even among genotypes of
the same species, contributing to the diversity of microorganisms, as well as to
the nutritional quality of the plant. Thus, the work aims to evaluate the bacterial
diversity present in the rhizosphere and in the bulk soil of different genotypes of
lima bean. Evaluation tests were carried out with four native varieties of lima
beans in the city of Teresina-PI, in which samples of rhizosphere and bulk soil
were obtained for DNA extraction and chemical and biological analysis of the soill,
followed by sequencing using the platform lllumina MiSeq. The sequencing
generated a total of three million sequences which, after quality processing,
obtained an average of 125,000 sequences per sample, with a total of only
74,270 sequences remaining. From this analysis, it appears that the rhizosphere
of the lima bean was enriched with the presence of the phylum Proteobacteria
and Actinobacteria, while in the bulk soil the phylum Firmicutes and sequences
that were not classified in any bacterial phylum were predominant, however, it is
observed that in rhizosphere of each accession, bacteria of the orders Gaiellales
and Sphingomonadales were found, suggesting the formation of a specific group
selected by P. lunatus, although the index that measures the species richness
was not statistically significant in this study. Analyzing the relationship of the
environmental variables of the soil with the genotypes, it is observed that there
was a clear distinction between the accessions, with the values of carbon,
nitrogen and calcium being the main determining factors of the structure of the
microbial communities of the lima bean. Thus, the results indicate that lima beans
selected a specific bacterial community to colonize rhizospheres based on the
different root exudates eliminated by each genotype, with accessions UFPI-944
(Boca de Moca) and UFPI-1241 (Raio de Sol ) those that most contributed to the
structure and diversity of bacteria in the rhizospheric soil.

Key words: abundance, metagenomics, Phaseolus lunatus, richness,
rhizomicrobiom
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1. INTRODUCAO

Phaseolus lunatus L., conhecido popularmente como feijao-fava,
apresenta importancia para a agricultura familiar, pois serve como fonte de
alimento em virtude do valor nutricional, tornando-a a segunda leguminosa de
maior importancia do género Phaseolus (SANTOS et al.,, 2009). A espécie
também apresenta grande capacidade de adaptacdo em distintas condi¢cdes
climaticas (VAZ PATTO et al., 2015), sendo fonte de alimento para animais e
podendo ser utilizada na forma de adubo verde (PEGADO et al., 2008).

Mesmo com grande potencial adaptativo, o cultivo desta leguminosa é
limitado devido ao pouco conhecimento sobre suas caracteristicas agronémicas
(SANTOS et al., 2002) e da auséncia de cultivares recomendadas para regidoes
produtoras. Além disso, a comunidade microbiana associada a rizosfera do
feijdo-fava, onde se fosse conhecida, poderia contribuir na otimizacdo do
crescimento vegetal e aumentar a produtividade (PHILIPPOT et al.,, 2013;
BAKKER et al., 2015; QIAO et al., 2017).

Dentre esses grupos de microrganismos, as bactérias exercem papel
importante na nutricdo e crescimento das leguminosas, pois conferem protecéo
contra patdgenos e diferem de acordo com as diferentes espécies vegetais
(EISENHAUER et al., 2017), tais como genoétipos de plantas da mesma espécie
(PEREZ-JARAMILLO et al., 2016) e estagio de desenvolvimento (CHAPARRO
et al., 2014).

Neste sentido, torna-se importante estudar a dindmica da comunidade
bacteriana sob a influéncia de gendtipos de plantas da mesma espécie, tendo
em vista que, o emprego de métodos moleculares independentes de cultivo na
identificacdo desses grupos microbianos tem sido bastante empregados
(RAJEMDHRAN; GUNASEKARAN, 2011; MENDES et al., 2018a). Os estudos
realizados até o momento tém revelado o comportamento da biota na rizosfera
de diferentes gendtipos de milho (BAKKER et al., 2015), feijao-caupi (SOUZA et
al., 2018), feijaio comum (MENDES et al., 2018a-b; PEREZ-JARAMILLO et al.,
2017) e algodao (QIAO et al., 2017). Por outro lado, ndo existe informacéo sobre
a biocenose bacteriana sob a influéncia de diferentes gendétipos de feijao-fava.

Dessa forma, as hipoteses deste estudo sado: (i) a diversidade da
comunidade bacteriana da rizosfera é influenciada pelo gendtipo de feijao-fava

e (ii) as propriedades quimicas e bioldgicas do solo influenciam a dinamica
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dessas comunidades na rizosfera. Assim, o presente estudo tem como objetivo
geral avaliar a estrutura e a diversidade de comunidades bacterianas do solo
rizosférico e nédo rizosférico em diferentes gendtipos de feijao-fava, assim como,
analisar a abundancia, distribuicdo da comunidade de bactérias do solo
rizosférico e ndo rizosférico, relacionando com as propriedades do solo e os

genotipos de feijao fava.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos gerais de Phaseolus lunatus

O Phaseolus lunatus é a segunda espécie mais cultivada e de grande
relevancia socioecondmica do género a nivel mundial (ORMENO-ORRILLO et
al., 2015; CAMACHO-PEREZ et al., 2017), sendo constituida por duas
variedades botéanicas, o P. lunatus var. silvestre Baudet e P. lunatus var. lunatus
(BAUDET, 1977).

Estudos revelam que o feijdo-fava € originario do Peru (MOTTA-ALDANA
et al., 2010) tendo surgido ha aproximadamente um milhdo de anos (DELGADO-
SALINAS et al., 2006) e que foi domesticado na Mesoamérica e nos Andes ha
cerca de 10.000 mil anos (GUTIERREZ-SALGADO, GEPTS, DEBOUCK,1995;
KAPLAN, LYNCH, 1999), sendo o México o centro de domesticacdo (MOTTA-
ALDANA et al., 2010; LOPEZ-LOPEZ et al., 2013; MARTINEZ-CASTILLO et al.,
2014) e a regiao Maia o centro de diversidade mais importante da espécie
(ANDUEZA-NOH et al., 2013).

Através de dados morfoldgicos, bioquimicos e moleculares das sementes
(GUTIERREZ-SALGADO, GEPTS, DEBOUCK, 1995) foram identificadas a
formacdo de dois grupos de domesticacdo para o feijdo-fava: um grupo
composto por sementes pequenas arredondadas e outro por sementes grandes
de formato lunar, provenientes dos conjuntos genéticos Mesoamerico e Andino,
respectivamente (SERRANO-SERRANO et al., 2010).

Por ser uma cultura de alta diversidade genética, pode apresentar um
elevado potencial de producdo e adaptacdo em distintas condi¢cdes
edafoclimaticas, fazendo com que seja considerada uma espécie tolerante a
seca, ao excesso de umidade, calor e a altas temperaturas, incluindo climas
umidos, subumidos de altitudes baixas e de zonas temperadas quentes (VIEIRA,
1992; BITOCHI et al., 2017; FOFANA et al., 2017), o que justifica a capacidade
desta leguminosa de desenvolver-se em ambientes onde predomina o periodo
de seca (NETO et al., 2015).

Além disso, caracteriza-se por apresentar ciclo de vida anual curto ou
perene, podendo ter habito de crescimento determinado (ando) ou
indeterminado trepador, sendo predominantemente uma planta autbgama do
tipo herbacea (SANTOS et al., 2002; BEYRA, ARTILES, 2004; PENHA et al.,

2017) podendo apresentar uma taxa de cruzamento natural proxima de 38%
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(PENHA et al., 2017), e ainda ser favorecida pelo 6timo desenvolvimento em
solos areno-argilosos com pH entre 5,6 a 6,8 (VIEIRA, 1992). Tais aspectos
justificam a exploracdo comercial desta leguminosa, principalmente no Nordeste
do Brasil, regido propicia para o cultivo da espécie.

Apesar disso, o cultivo em regime de sequeiro e a pouca utilizagdo de
recursos tecnoldgicos para incrementar a produ¢do em grande escala, torna o
feijdo-fava uma cultura de baixa produtividade (OLIVEIRA et al., 2014), ja que a
maior parcela desta producdo € proveniente de pequenos produtores como
cultivo de subsisténcia (SANTOS, 2002) e das oscilagbes nos padrbes
pluviométricos que podem comprometer o seu desenvolvimento, em razdo do
déficit hidrico, resultando no aumento do numero de abortamentos florais e de
vagens (OLIVEIRA et al., 2014).

Segundo o IBGE (2018), em 2017, foram produzidos no Brasil 21.004,272
toneladas de gréos secos do feijdo-fava, sendo os maiores produtores, em
ordem decrescente, Ceara, Pernambuco, Paraiba, Maranhdo, Rio Grande do
Norte, Piaui, Sergipe, Alagoas e Bahia, que em conjunto, tornam a regiao
Nordeste a maior produtora do pais, com 89% de toneladas de graos.

O feijao-fava tem mostrado ser uma cultura importante para pequenos
produtores da agricultura familiar, que cultivam, principalmente, variedades
crioulas de crescimento indeterminado associado ao milho que atua como tutor
(DO CARMO et al., 2015). Apesar do pouco conhecimento agronémico sobre a
espécie, essas populacdes cultivam uma leguminosa que realiza simbiose com
microrganismos denominados de rizobios, responsaveis pela fixacdo biologica
de nitrogénio, que contribuem diretamente na producdo que auxilia o sustento
familiar.

Apesar da importancia socioeconémica, o cultivo desta leguminosa ainda
€ limitado devido a auséncia de cultivares recomendadas para regidoes
produtoras, bem como do grande consumo do feijdo comum (Phaseolus vulgaris
L.) (GUIMARAES et al., 2007) e do feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Waup)
gue, associado a falta de conhecimento a respeito de suas caracteristicas
agrondémicas, resultado da pouca atencao por parte dos 6rgdos governamentais
(SANTOS et al., 2002).
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Assim, uma das maneiras de maximizar a produtividade do feijao-fava
seria por meio do entendimento das relagcbes com a microbiota edafica, visto
gue, estudos revelam que as associa¢des com as comunidades microbianas do
solo refletem diretamente na produtividade e na qualidade das plantas (TKACZ
et al., 2015; GUO et al., 2018) economicamente importantes como o feijdo-fava.

2.2. Comunidade microbiana associada a rizosfera das plantas

O solo é considerado um ecossistema dindmico e complexo. Para
compreendé-lo é necessario buscar alternativas que visem sua sustentabilidade,
desse modo, os microrganismos devem ser levados em consideragao. Estima-
se que, a cada 1 g de solo existam 1 trilhdo de microrganismos com mais de 10
mil genomas diferentes (TORSVIK, OVREAS, 2002), o que representa a maior
biodiversidade do planeta.

Com toda essa biomassa microbiana fica facil reconhecer as inumeras
funcdes no solo, tais como a degradacado de compostos organicos, fixacao de
nitrogénio, absorcdo de nutrientes, ciclagem de nutrientes, solubilizacdo de
fosfato (PHILLIPORT et al., 2013; CIADAMIDARO et al., 2014; MASCIANDARO
et al., 2014; LIU et al., 2018).

Esses processos estdo intensamente relacionados e reforcam a
especificidade planta-microrganismo através da liberacdo de exsudatos
radiculares, capazes de atrair microrganismos para a rizosfera e
consequentemente, modular esse microbioma (HAICHAR et al., 2016; THIJS et
al., 2016). A rizosfera € um dos quatro hotspots mais importantes do solo
(KUZYAKOV, BLAGODATSKAYA, 2015), pois caracteriza-se pela intensa
atividade microbiana, trocas genéticas e diversidade de microrganismos
(BULGARELLI et al., 2012; TURNER et al., 2013), tais como bactérias, fungos,
protozoarios, arqueas, dentre outros (SOHRABI et al, 2017).

A comunidade microbiana rizosférica € influenciada pela quantidade e a
gualidade de rizodepodsitos que podem ser diferentes de acordo com a espécie,
gendtipo e estagio fenoldgico das plantas (JONES, 1998; CHAPARRO et al.,
2014; CHENG et al., 2014; LEBEIS et al., 2015). Isso foi comprovado em um
estudo com microbioma rizosférico de Arabidopsis taliana, onde foi observada
durante as fases iniciais de desenvolvimento a maior producédo de agucares, mas

nas fases finais, as plantas produziram mais aminoacidos e compostos fendlicos,
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com o intuito de atrair o maximo de microrganismos e depois selecionar
microrganismos especificos para compor a rizosfera (CHAPARRO et al., 2014)

Da mesma forma, ja foi observado que o gendtipo de cultivares de
potencial alimenticio e econémico determinaram de forma significativa a
estrutura e a atividade dos microrganismos, direcionando-os para 0 solo
rizosférico (AIRA et al., 2010; MENDES et al.,2018a) e que diferentes espécies
de plantas (SOUSA et al., 2019) e diferentes gendétipos de uma mesma espécie
podem afetar a constituicdo da comunidade microbiana (PEREZ-JARAMILLO et
al., 2016) em virtude da dependéncia destes microrganismos a planta
hospedeira (BERG, SMALLA, 2009).

Como as plantas e os microrganismos vivem uma relagdo mutualistica,
estes passam, a secretar substancias que estimulam o crescimento do vegetal
(CHENG et al., 2014) como o AIA (acido indol acético), que é produzido por
microrganismos promotores de crescimento de plantas da rizosfera
(TSAVKELOVA et al., 2007) e a fixacdo bioldgica de nitrogénio realizada por
microrganismos conhecidos como rizobios que sao atraidos pelos flavonoides
(HAICHAR et al. 2016).

Além do nitrogénio (N), o carbono (C) também estd fortemente
relacionado com o rizomicrobioma (ZANG et al., 2015; JACOBY et al., 2017;
GARCIA-GONZALO et al., 2017), pois € um produto da fotossintese liberado no
solo que chega na rizosfera através da exsudacao radicular para ser assimilado
pela comunidade microbiana (DAM, BOUWMEESTER, 2016; MARSCHNER et
al., 2017) e juntamente com os demais rizodepositos moldar a estrutura dessas
comunidades devido as variacdes genéticas existentes (HANEY et al., 2015).

Essas variacdes também recebem contribuicéo significativa da influéncia
das propriedades quimicas e bioldgicas do solo sensiveis a sazonalidade
(LAUBER et al.,, 2013), existindo uma relacdo da composicdo destas
comunidades com o pH, carbono organico, relacdo entre N/P e C/N (QU et al.,
2016), impulsionando mudancas na diversidade microbiana.

A diversidade bacteriana esta sendo cada vez mais estudada, sendo as
Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi,  Firmicutes,
Plantomycetes (QIAO et al., 2017; MENDES et al., 2018a; ARAUJO et al., 2019)
os filos mais encontrados na rizosfera. Apesar de essa diversidade ser, em sua

maioria, constituida por microrganismos benéficos, a rizosfera pode abrigar
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patdgenos e afetar o desenvolvimento das plantas (RAAIJMAKERS et al., 2009)
e em resposta, o préprio mecanismo de defesa da planta sinaliza para a
liberacdo de metabdlitos que inibe a acdo dos fitopatdgenos (MENDES et al.,
2013).

Sendo o microbioma um dos principais determinantes da produtividade e
gualidade das plantas, ainda séo incipientes os estudos para compreender o
mecanismo de selecdo e a montagem dos microbiomas rizosféricos na maioria
das culturas com potencial econébmico e alimenticio. Desse modo, as
leguminosas dispdem de excelentes sistemas experimentais para investigacoes
das relacdes sobre o microbioma da rizosfera (ZGADZAJ et al.,, 2016),
apresentando metabolitos secundarios essenciais nessas interagdes (HAICHAR
et al., 2016) para obter informacdes valiosas a serem utilizadas futuramente na
agricultura (ANDREOTE, SILVA, 2017).

O crescimento populacional tem exigido uma alta producéo agricola para
atender as necessidades alimentares. E como as plantas séo fontes primarias
de producéo, aquelas com grande potencial alimenticio tornaram-se alvo de
programas de melhoramento genético para tornarem-se mais resistentes a
pragas, doencas, diferentes condi¢cbes edafoclimaticas, dentre outros.

Ao longo dos anos, os programas de melhoramento de plantas
preocuparam-se efetivamente com o crescimento e a qualidade nutricional das
espécies exigidas por sistemas agricolas altamente produtivos para atender o
atual crescimento populacional, no qual até o presente momento, esses estudos
ndo consideraram os beneficios decorrentes do microbioma vegetal (MENDES
et al., 2018a), principalmente em culturas importantes para a alimentacéo

humana.

2.3 Importancia do microbioma rizosférico sob as espécies do género
Phaseolus

O territorio brasileiro é atualmente o maior produtor e consumidor de
feijdo do género Phaseolus a nivel mundial, com 3,2 milhdes de toneladas (em
graos) e area plantada de 2.767. 609 ha, somente em janeiro de 2020, de acordo
com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020), uma

leguminosa importante na alimentacdo basica e de grande potencial econémico.
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O género Phaseolus é originario das Américas com 76 espécies que
podem ser encontradas em regides tropicais, subtropicais e de zona temperada
(GAITAN-SOLIS et al., 2002; SMYKAL et al., 2015), mas apenas cinco foram
domesticadas: Phaseolus vulgaris L., Phaseolus lunatus L., Phaseolus
coccineus L., Phaseolus acutifolius A. Gray, Phaseolus polyanthus Greenman
(SANTOS et al., 2009).

As plantas desse género sdo conhecidas como excelentes modelos
experimentais por apresentarem diferencas genotipicas importantes para a
utiizacdo em programas de melhoramento genético, contribuindo com o
aumento da producao desta leguminosa para atender a demanda da populacéo.

Varios estudos com espécies do género Phaseolus vém sendo
realizados, onde a concentracdo de tais estudos da-se na espécie Phaseolus
vulgaris (feijao-comum), embora sejam limitadas as informagdes acerca das
contribuicbes que as comunidades microbianas exercem sobre o
desenvolvimento das plantas, principalmente informacdes sobre o microbioma
rizosférico desse género.

As plantas criam um ambiente rizosférico altamente funcional através da
rizodeposicdo que podem atuar reprimindo ou estimulando a abundancia de
microrganismos especificos que anteriormente habitavam o solo nao rizosférico
(JONES et al., 2009; MENDES et al., 2013; BULGARELLI et al., 2015; QIAO et
al., 2017). Em contrapartida, os microrganismos rizosféricos contribuem para a
realizacdo de varias atividades para a planta, tais como absorcéao de nutrientes,
maior tolerancia ao estresse abiotico e protecdo contra patdgenos (MENDES et
al., 2014; MEENA et al., 2017).

Tendo em vista que, a comunidade microbiana rizosférica € afetada
pelas plantas, estas também séo influenciadas pelo metabolismo microbiano, por
exemplo, a utilizacdo de horménios vegetais como acido indol acético (AlA),
etileno e giberelinas (LYNCH, 1995) fornecidos por bactérias que também
colonizam a rizosfera, contribuindo para a qualidade das plantas, o que fortalece
a relagcdo mutualistica das plantas-microrganismos, de acordo com a
necessidade de ambos (CHENG et al., 2014).

A interacdo classica das plantas do género Phaseolus com
microrganismos do solo € através da simbiose com bactérias conhecidas como

rizobios, uma vez que, as plantas tendem a requerer mais nitrogénio durante o
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crescimento e como essa interagdo acontece em condigdes restritivas deste
nutriente, a planta elimina na rizosfera compostos fendlicos (flavonas e
flavonoides) que sinalizam para esses microrganismos realizarem a fixacao de
nitrogénio, formando estruturas denominadas de nédulos ao final do processo.
Nesta area onde sdo estudadas a eficiéncia da fixacao biolégica e o processo de
nodulacdo, o Phaseolus lunatus é a espécie do género com maior enfoque
(ARAUJO et al., 2017a; COSTA NETO et al., 2017; ROCHA et al., 2019;
AMORIM et al., 2019)

Em outras situagfes tais como a utilizagdo do melhoramento genético
de plantas como base para a resisténcia do Phaseolus vulgaris (feijjao comum)
ao Fusarium oxysporum (Fox), verifica-se a influéncia que o melhoramento para
resisténcia exerce sob a composigéo do rizomicrobioma da espécie (MENDES
et al.,, 2018b) que, apesar da resisténcia ser uma caracteristica genética da
planta, essa abordagem pode ter modificado inesperadamente a constituicdo do
rizomicrobioma (MENDES et al., 2018a), selecionando microrganismos
especificos e benéficos que podem ter incrementado a protecdo de resisténcia
a doenca (MENDES et al., 2018b).

Em um estudo comparando o microbioma rizosférico de acessos
silvestres e domesticados foi observada uma distingdo na composicdo da
comunidade bacteriana de P. vulgaris (PEREZ-JARAMILLO et al., 2017), onde
foi encontrada abundéncia dos filos Bacteroidetes e Verrucomicrobia no solo
rizosférico nas plantas de feijado comum selvagem, ao mesmo tempo que, na
rizosfera dos gendtipos domesticados predominaram os filos Actinobacteria e
Proteobacteria, sugerindo que, a base genética dessas plantas € importante para
a composicao do rizomicrobioma.

A moldagem do microbioma da rizosfera é um fator importante para o
melhor desenvolvimento da planta e quanto mais abordagens sao realizadas,
mais informac¢des acerca da rizosfera seréo obtidas e o tipo de solo € mais uma
delas. Verificando-se a mudanca do ambiente nativo para o agricola em solos de
feijdo comum, observou-se um aumento na diversidade de espécies que habitam
a rizosfera (PEREZ-JARAMILLO et al., 2019).
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Comunidade bacteriana associada a rizosfera de genétipos de feijdo-fava

Resumo

A rizosfera de diferentes espécies vegetais influencia a montagem das
comunidades bacterianas do solo, onde diferencas genéticas observadas nos
diversos genotipos também podem conduzir a biota bacteriana da rizosfera.
Assim, este estudo avaliou a comunidade bacteriana da rizosfera de quatro
genotipos de feijdo-fava por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA. Dessa
forma, a regidao V4 do gene 16s rRNA foi amplificada com primers de regites
especificas. A andlise de redundancia (RDA) mostrou que indicadores biolégicos
e quimicos influenciam a comunidade bacteriana do solo rizosférico e néo
rizosférico dos gendtipos de feijdo-fava. Em geral, os filos dominantes foram
Proteobactéria (23,3%), seguido por Actinobactéria (20,6%) e Firmicutes (12%).
As amostras de rizosfera mostraram aumento de Proteobactérias e
Actinobactérias, enquanto, Firmicutes e as Bactérias nédo identificadas
diminuiram em comparagdo com o0 solo ndo rizosférico. Curiosamente, 0S
resultados revelaram que cada genotipo enriqueceu a rizosfera com grupos de
microrganismos especificos. Neste sentido, essa pesquisa mostrou que cada
genotipo de feijdo-fava contribuiu diferentemente com a estrutura e com
diversidade bacteriana. Logo, estes resultados podem contribuir para trabalhos
futuros sobre o melhoramento de feijdo-fava e para a comunidade bacteriana no
desenvolvimento das plantas.

Palavras-chaves: ecologia microbiana, microbioma do solo, Phaseolus lunatus
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Abstract

The rhizosphere of different plant species influences the assembly of soil
bacterial communities, where genetic differences observed in the different
genotypes can also lead to the rhizosphere's bacterial biota. Thus, this study
evaluated the bacterial community of the rhizosphere of four lima bean genotypes
by sequencing the 16S rRNA gene. Thus, the V4 region of the 16s rRNA gene
was amplified with primers from specific regions. The redundancy analysis (RDA)
showed that biological and chemical indicators influence the bacterial community
of the rhizospheric and non-rhizospheric soil of the fava bean genotypes. In
general, the dominant phyla were Proteobacteria (23.3%), followed by
Actinobacteria (20.6%) and Firmicutes (12%). Rhizosphere samples showed an
increase in Proteobacteria and Actinobacteria, while Firmicutes and unidentified
Bacteria decreased compared to bulk solil. Interestingly, the results revealed that
each genotype enriched the rhizosphere with groups of specific microorganisms.
In this sense, this research showed that each genotype of lima bean contributed
differently to the structure and bacterial diversity. Therefore, these results may
contribute to future work on the improvement of lima beans and the bacterial
community in the development of plants.

Keyword: microbial ecology, soil microbiome, Phaseolus lunatus
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3.1 Introducéao
A rizosfera é uma regido do solo influenciada pelas raizes das plantas e

rica em comunidades microbianas, principalmente bactérias. Na rizosfera, a
comunidade bacteriana atua em diversos processos importantes relacionados
ao crescimento das plantas, como a fixacdo biolégica de N, a solubilizacdo de
fosfato, a protecdo contra patdogenos, além de aumentar a tolerancia a estresses
(PHILIPPOT et al., 2013). Por outro lado, a rizosfera influencia a comunidade
bacteriana através da exsudacdo radicular (RICHARDSON et al., 2009) que
variam de acordo com diferentes espécies vegetais (EISENHAUER et al., 2017)
e seus estagios de desenvolvimento (ARAUJO et al., 2019).

Embora diferentes espécies de plantas influenciem a comunidade
bacteriana, diferencas intraespecificas também podem influenciar a diversidade
e a estrutura da comunidade bacteriana (AIRA et al., 2010; ZACARINI et al.,
2012; ZOGG et al., 2018, MENDES et al., 2018a-b). Por exemplo, Zogg et al.
(2018) observaram diferengcas na diversidade e estrutura da comunidade
bacteriana na rizosfera de diferentes gendtipos de Spartina alterniflora e
atribuiram essas diferencas a forma de crescimento e a variacdo genética de
cada genatipo.

Além disso, diferencas no padrdo de exsudacdo radicular entre o0s
gendtipos tém sido relatadas como importantes fatores que impulsionam a
comunidade bacteriana (MICALLEF et al., 2009). De fato, Aira et al. (2010)
avaliaram o microbioma de dois genoétipos de milho e observaram que as
diferencas na qualidade e composicéo dos exsudatos radiculares de ambos os
gendtipos direcionaram as respostas da comunidade microbiana.

Embora o conhecimento sobre a influéncia de diferentes gendétipos de
plantas na comunidade microbiana esteja disponivel em culturas importantes,
como o milho (AIRA et al., 2010), a soja (SUGIYAMA et al., 2014) e o feijoeiro
(MENDES et al., 2018a-b), o efeito de gendtipos de feijdo-fava em comunidades
bacterianas néo esta esclarecido.

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma espécie importante para
agricultores de baixa renda no Peru, México e Brasil (MATSUBARA e ZUNINGA
D'AVILA, 2015; LI et al., 2015; COSTA NETO et al., 2017). Esta leguminosa é
originaria do Peru e foi domesticada na Cordilheira dos Andes, especificamente

no sul do Equador, noroeste do Peru e centro-oeste do México (MOTA-ALDANA
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et al., 2010). Essa espécie € economicamente importante para a regido Nordeste
do Brasil, caracterizada por periodos de alta temperatura e seca. Assim, o
conhecimento sobre a comunidade bacteriana da rizosfera de feijado-fava pode
ser importante para entender a contribuicdo dos grupos bacterianos frente as
condi¢cOes adversas.

Os estudos sobre a comunidade bacteriana na rizosfera do género
Phaseolus estéo concentrados em P. vulgaris (TORRES et al., 2009; SUYAL et
al., 2015; PEREZ-JARAMILLO et al., 2017, MENDES et al., 2018a), incluindo os
efeitos de diferentes gendtipos de plantas (RAIESI, HOSSENINPUR, 2017). Em
contraste, ndo ha estudos sobre a comunidade bacteriana na rizosfera de feijao-
fava, especialmente em diferentes genotipos de plantas.

Considerando a importancia de buscar novas estratégias sustentaveis
para promover o0 crescimento vegetal, estudos focados na interacdo de
microrganismos e plantas constituem importantes ferramentas para esclarecer
0s mecanismos de selecdo na rizosfera. Desse modo, a hipétese deste estudo
€ que, diferentes genotipos de feijdo-fava abrigam comunidades bacterianas
distintas em suas rizosferas comparado ao solo nao rizosférico (LOPES et al.,
2015), a principal fonte de riqueza de espécies. Para testar esta hipotese, foram
cultivados quatro gendtipos de feijdo-fava na mesma condicédo e avaliou-se a
comunidade microbiana da rizosfera e do solo n&o rizosférico atraves do

sequenciamento do gene 16S rRNA.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Experimento de campo

O estudo foi conduzido na area experimental do Departamento de
Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui,
Teresina, Piaui, Brasil, localizado na latitude 05° 05’ 21” S, longitude 42°48°07”
W e a 72 m de altitude. O experimento foi realizado entre os meses de janeiro a
outubro de 2018 com temperatura média de 28°C em solo de textura arenosa
(7% de argila, 39% de silte, 49% de areia) (EMBRAPA, 1997) e classificado como
Neossolo Flavico (SANTOS et al., 2018), mas a coleta do solo foi realizada no
més de abril com temperatura média 25° C, precipitacdo de 15 mm e umidade
de 85%, em média (INMET, 2020).
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Para o estudo foram utilizados quatro genoétipos de feijdo-fava com
diferentes caracteristicas genéticas (Tabela 1) provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma de Phaseolus da UFPI (BGP-UFPI), obtidos de propriedades
agricolas dos Estados do Piaui, Maranhdo e Ceard. Os dados descritos na
Tabela 1 séo referentes aos quatro acessos avaliados no presente estudo que
foram retirados do trabalho realizado por Sousa (2019) com 10 acessos obtidos
do mesmo banco de germoplasma. Para selecionar os quatro genétipos foi
utilizado como critério de selecdo o periodo de floracdo para padronizar as
amostras de solo, ja que nao foi possivel utilizar os 10 acessos de Sousa (2019),

em virtude da diferenca entre a floracdo dos gendétipos.

Tabela 1- Variedades crioulas de feijdo-fava do Banco Ativo de Germoplasma de
Phaseolus da Universidade Federal do Piaui — BAG / UFPI utilizados para analises
biolégicas e quimicas das amostras de solos rizosférico e nao rizosféricos, Teresina-Pl,
2018.

Genétipos  Nome popular Cadigo Origem NDF! CmVv? CmS3 Prod.*
(mm)  (mm) (kg ha't)

Gl Boca de Moca UFPI-1244 Maranhédo 80 96,2 27,0 650
G2 Olho de Ovelha UFPI-944 Piaui 60 90,8 17,0 1012
G3 Ovo de Gola UFPI-990 Ceara 93 48,5 11,2 667
G4 Raio de Sol UFPI-1241 Ceara 72 80,3 15,1 886

Inmero de dias para floragdo; 2comprimento da vagem; 3comprimento da semente;
“4produtividade. Fonte: SOUSA, 2019.

O experimento foi desenvolvido em delineamento de blocos
casualizados com quatro repeticdes. As parcelas foram de 3,2 m x 3,5 m (11 m?)
com quatro fileiras de 3,5 m contendo cinco plantas por linha. O espacamento
entre fileiras foi de 0,80 m e entre plantas de 0,7 m, tomando como base o0s
espacamentos utilizados no milho.

Durante o preparo do solo foi realizada aplicacdo de herbicida glifosato
para remover plantas daninhas, além de praticas convencionais de limpeza na
area. O solo foi fertilizado no inicio do experimento, conforme os resultados da
analise quimica do solo na camada de 0 — 20 cm, trés meses antes do plantio,
onde foram usadas trés sementes de P. lunatus e trés de sementes de milho que

serviu como tutor para as variedades plantadas em regime de sequeiro.

3.2.2. Amostragem de solo rizosférico e néo rizosférico
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A amostragem de solo foi realizada em um Gnico dia, sendo coletado
apenas amostras de solo dos genétipos que estavam em periodo de floragéo,
pois durante essa fase de desenvolvimento, a planta elimina no solo acgucares e
compostos alcoois para atrair 0 maximo de microrganismos possiveis para a
rizosfera (CHAPARRO et al., 2014) que anteriormente colonizavam o solo n&o
rizosférico, a fonte de riqueza de espécies (MENDES et al., 2013).

Para a coleta de solo rizosférico foram utilizadas trés plantas por parcela,
onde foram sacudidas para remover o solo pouco aderente utilizado nas analises
guimicas e biolégicas armazenados em sacos plasticos devidamente
identificados, enquanto que todo o solo firmemente aderido as raizes foi coletado
e armazenados em criotubos de plastico autoclavados para a extracdo de DNA,
sendo que, a cada coleta todo o material era esterilizado com alcool. Ja as
amostras de solo nao rizosférico foram coletadas entre as parcelas, locais em
gue ndo havia a presenca de plantas numa profundidade de 0-20 cm também
separados em sacos e criotubos plasticos autoclavados para analises de solo e
extracdo de DNA, respectivamente. As amostras utilizadas para as analises
guimicas e biolégicas foram peneiradas (2 mm) e armazenadas a 4°C para

posterior andlise.

3.2.3 Analises quimicas e biologicas do solo

As propriedades quimicas do solo (pH, carbono organico, nitrogénio
total, fosforo, potassio, calcio) foram estimadas de acordo com a Embrapa
(1997). A atividade biolégica foi estimada através da determinacédo do carbono
da biomassa microbiana do solo (CBM) pelo método de extracdo por irradiacao
de micro-ondas (ISLAM, WEIL, 1998). Com o mesmo extrato foi estimado o
nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) pelo método de determinacdo do
nitrogénio reativo a Ninidrina (JOERGENSEN, BROOKES, 1990) e a respiracéo
do solo (Resp.) foi medida pela producdo de CO: liberado sob incubacéo
aerobica a 25°C por 7 dias (ALEF, NANNIPIERI, 1995). Enquanto, o quociente
microbiano (gMic) foi calculado como a razdo de CBM para carbono organico
total (COT), expresso em porcentagem (%) e o quociente metabdlico (qResp)
calculado pela razdo de CBM para a respiracao do solo (Resp.). As médias das

propriedades quimicas e biolégicas dos solos estdo expostas na Tabela 2.



34

Tabela 2 — Teste de comparacao de médias das propriedades quimicas e biolégicas
do solo rizosférico e néo rizosférico de feijao-fava.

Gl G2 G3 G4

N. rizo. Rizo. N. rizo. Rizo. N. rizo. Rizo. N. rizo. Rizo.

pH 6,29 a 6,41 a 6,14 a 6,42 a 6,04 a 58la 6,33 a 6,29 a

COoT 10,65a 13,91a 93la 1441a 11,73a 10,3l1a 1148a 11,40a

NT 0,05 a 0,08 a 0,08 a 0,07 a 0,05a 0,06 a 0,06 a 0,05a
P 1253¢ 22,22a 15,12b 15,38b 21,25a 8,35d 6,89 d 14,68 b
K 10,23b 20,06 a 10,10b 20,03a 10,13b 10,10b 10,23b 20,33 a
Ca 3,16d 3,53 ¢ 3,69c 4,47 a 2,47 f 2,60 f 4,04 b 2,82e

CBM 219ab 101c 115¢ 112 ¢ 233 a 154bc 129c 149 bc
NBM 211 bc 161 bc 203 bc 442 a 170 bc 171 bc 233 b 174 c
Resp 62,8 b 534bc 73,8a 499c 61,2 b 73,8a 27,5d 44,3 c
gResp 0,29cd 0,53a 0,63 a 0,44abc 0,26cd 0,51ab 0,21d 0,30 bcd

gMic 25a 0,7d 1,2cd 0,8d 19ab 1,4 bc 1,1cd 13c

COT: carbono organico total (g kg™?); NT: nitrogénio total (%); P: fosforo (mg kg?); K: potassio
(mg kg?); Ca: célcio (cmolc kg?'); CBM: carbono da biomassa microbiana (mg kg?); NBM:
nitrogénio da biomassa microbiana (mg kg?); Resp.: respiracéo do solo (mg CO2 kg?); gResp.:
quociente de respiragdo (mg COz kg CBM); gMic.: quociente microbiano (%). *Médias seguidas
de mesma letra sdo iguais no Teste de Tukey (p < 0,05) por meio do programa Assistat.

3.2.4 Extracdo de DNA e sequenciamento

A extracao do DNA e o sequenciamento foram realizados no Laboratério
de Ecologia Microbiana e Biotecnologia da Universidade Federal do Cear4,
Fortaleza, Ceara. O DNA do solo foi extraido de 0,5 g usando o Power Lyzer
Power Soil DNA isolation Kit (MoBIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA), de
acordo com as instrucdes do fabricante. A extracdo de DNA foi realizada em
triplicata para cada amostra de solo. A qualidade e concentracdo do DNA
extraido foram determinadas usando o espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Waltham, EUA) e observacao por eletroforese em gel de
agarose a 0,8%.

A regido V4 do gene 16S rRNA foi amplificada com primers especificos
para a regiao (515F / 806R) (CAPORASO et al., 2011). Cada reacédo de PCR de
30 uL continha: 15 yL de KAPA HotStart Hifi ReadyMix, 0,75 uL de cada primer,
4 uL de DNA (1.286 ng/ ul) e 9,5 uL de agua. As condi¢cbes da PCR foram: 95°C
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por 3 min para desnaturacao inicial do DNA, 98°C por 20 seg, 55°C por 30 seqg,
72°C por 30 seg, durante 35 ciclos, além de uma extensao final 72°C por 5 min.

Em seguida, foram adicionados adaptadores aos primers especificos, de
acordo com a recomendacao do lllumina. Apos a indexacao, os produtos da PCR
foram purificados utilizando Ambion AMpure XP — PCR (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA), conforme as instrucdes do fabricante e, posteriormente, quantificados
com o auxilio do kit de ensaio dsDNA BR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
utilizando o fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Apo6s a
guantificacdo, cada uma das concentracdes foram agrupadas em um mesmo
tubo, onde a molaridade foi determinada, dissolvida a 2 nM e novamente diluida
para obter uma concentracéao final de 8,0 pM para processamento na plataforma
lllumina MiSeq., aparelho de sequenciamento (lllumina, San Diego, CA, EUA)
para a descricao dos perfis taxondmicos das comunidades microbianas do solo
rizosférico e néo rizosférico.

Os dados das sequéncias foram processados usando a versao QIIME 2
2017.11. Primeiramente, foi realizado o controle de qualidade nas sequéncias
utilizando DADA2 (CALLAHAN et al., 2017), através do método de consenso
para remover quaisquer sequéncias quiméricas e de baixa qualidade
remanescentes. Posteriormente, as amostras foram reduzidas para 74.200
sequéncias, seguindo o numero da amostra mais baixa. A afiliacdo taxonémica
foi realizada com 97% de similaridade utilizando o banco de dados de Silva v.
132 (QUAST et al., 2013), e a matriz gerada foi posteriormente utilizada para as
analises estatisticas. As sequéncias foram submetidas ao NCBI Sequence Read
Archive sob a identificacdo "microbioma da rizosfera de feijao-de-lima"
(PRINA544102).

3.2.5 Anélise de dados

A fim de comparar a composi¢cdo da comunidade bacteriana entre a
rizosfera e o solo ndo rizosférico dos diferentes gendétipos de feijdo-fava, e
determinar a correlacdo entre a estrutura da comunidade e as propriedades
ambientais do solo, utilizou-se a Andlise de Redundancia (RDA). Para tanto, a
distribuicdo dos dados foi primeiramente avaliada por meio da Analise de

Correspondéncia Destendenciada (ACD), que indicou dados linearmente
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distribuidos (comprimento do gradiente < 3), revelando que o0 modelo matematico
mais adequado para os dados foi 0 RDA.

Para verificar a significancia das propriedades quimicas sobre a
comunidade microbiana, utilizou-se a Forward Selection (FS), seguido do teste
de Permutacédo de Monte Carlo, com 1000 permutacfes aleatdrias. A analise de
RDA foi realizada usando o software Canoco 4.5. As medidas de diversidade
(riqgueza e Shannon) foram calculadas com o software PAST v.3 (HAMMER,
HARPER, RYAN, 2001). Os diagramas de Venn também foram construidos para
verificar a proporcéao de UTOs (Unidades Taxonomicas Operacionais) exclusivas
e compartilhadas entre os tratamentos, considerando apenas as UTOs que
apareceram em pelo menos duas das trés repeticdes. Os diagramas de Venn
foram construidos usando o webtool Venny 2.0.2 (OLIVEIROS, 2007).

Para determinar a abundancia de bactérias entre as amostras de solo e
0s genatipos de feijao-fava, uma tabela de UTOs foi usada no software STAMP
(PARKS, BEIKO, 2010). O p-valor foi calculado com base no teste-T de Welch,
cuja correcao do teste foi realizada pelo método de Benjamini-Hochberg FDR
(Tabela 3). Aléem disso, para investigar a correlacéo entre os filos bacterianos e
as propriedades ambientais foi utilizado o coeficiente de correlagéo de Spearman

usando o programa R (R Development Core Team, 2007).

4 Resultados

O sequenciamento gerou aproximadamente 3 milh6es de UTOs, com
média de 125.000 sequéncias por amostra. Em geral, os filos Proteobacteria
(23,3%) e Actinobacteria (20,6%) foram predominantes na rizosfera e os filos
Firmicutes (12%) e as sequéncias que ndo foram classificadas em nenhum filo
bacteriano (22%) foram predominantes no solo néo rizosférico (P < 0,05, Figura
1). Mas outros filos também foram encontrados nos dois ambientes, tais como,
Acidobactérias (5%), Planctomycetes e Chloroflexi ambos com uma abundancia

em torno de 4% (Figura suplementar).
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Figura 1. Abundéncia relativa dos filos bacterianos do solo rizosférico (branco) e ndo rizosférico
(cinza) de Phaseolus lunatus baseado no gene 16S rRNA para cada gendtipo. Bulk: solo ndo
rizosférico; rhizosfhere: rizosfera

A analise de redundancia (RDA) mostrou que fatores biolégicos e
quimicos do solo influenciaram a comunidade bacteriana tanto na rizosfera
guanto no solo nao rizosférico (Figura 2). Assim, a RDA explicou 34,8% da
variacao total das UTOs bacterianas, das quais 29,9% e 4,9% foram agrupadas
nos eixos horizontal e vertical, respectivamente. A analise também revelou uma
diferente estrutura da comunidade entre as amostras de solo rizosférico e ndo
rizosférico (PERMANOVA F = 1,96, P = 0,035).

Ainda de acordo com a RDA, seguida da analise de Monte Carlo, o
nitrogénio total (TN) (F = 13,3, P < 0,05) e o calcio (Ca) (F = 5,2, P < 0,05)
mostraram correlacdo significativa com a estrutura geral da comunidade
bacteriana, sendo observado, especificamente, que a comunidade bacteriana da
rizosfera do acesso UFPI-1244 (G1) se agrupou com a maioria das propriedades
bioldgicas e quimicas. Enquanto, a comunidade bacteriana do acesso UFPI-944
(G2) agrupou-se claramente com o nitrogénio total (TN), nitrogénio microbiano
da biomassa (MBN), calcio (Ca) e pH e os acessos UFPI-990 (G3) e UFPI-1241

(G4) apresentaram o potassio (K) como propriedade quimica em comum.



38

o] o

- . S &
A ® Gl
A @ G2
A ® G3
A @ G4

O
«9Mic

§ . O A

< o 22 “a

&1 | H+tAl« @ A ~MBC

< H« A

) @ ° Ni p ‘A

DC TN 4 @ P

.A A
qResp # » YA
a Resp
MBN”
y
TOC
o
-0.8 RDA1 (29.9%) 1.0

Figura 2: Andlise de redundancia (RDA) para correlacionar as propriedades do solo com os
gendtipos. MBC: carbono microbiano da biomassa; MBN: nitrogénio microbiano da biomassa;
TOC: carbono orgénico total; TN: nitrogénio total; gMic: quociente microbiano; gResp: quociente
metabdlico; RESP: respiracdo basal do solo; H + Al: hidrogénio e aluminio; Na: sédio; K: potassio;
P: fosforo; Ca: calcio. G1 (UFPI-1244); G2 (UFPI-944); G3 (UFPI-990); G4 (UFPI-1241).

Verificando a riqueza (Figura 3A) e a diversidade de espécies por meio do
indice de Shannon (Figura 3B) no foi observada diferencas estatisticamente
significativas para as comunidades bacterianas dos solos rizosférico e néo

rizosfeérico de feijao-fava.
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Figura 3: Diversidade mensurada com base na analise do gene 16S rRNA do solo rizosférico de
Phaseolus lunatus. Rigueza com base no nimero de observacdes de UTOs (A) e diversidade
(B) baseada no indice de Shannon. As barras de erro representam o desvio padrdo das trés
replicatas independentes. G1 (UFPI-1244), G2 (UFPI-944), G3 (UFPI-990), G4 (UFPI-1241).

Ao comparar a propor¢cdo de UTOs que foram compartilhadas e
exclusivas entre os tratamentos mostrados no Diagrama de Venn (Figura 4),
revelam que, em média, um terco das UTOs detectadas sdo compartilhadas
entre os dois ambientes, e uma terceira proporcao € exclusiva do solo nao
rizosférico ou da rizosfera (Figura 4A). Também pode-se notar que existem
diferencas na proporcao entre os gendtipos, onde a rizosfera do acesso UFPI-
1241 (G4) apresentou a maior proporcdo de UTOs exclusivas (44,9%). Essa
observacéao é evidenciada quando comparada apenas as amostras da rizosfera,
revelando diferenca na propor¢cdo de UTOs exclusivas presentes em cada
gendtipo, com o acesso UFPI-1241 (G4) apresentando a maior proporcao
(23,5%) (Figura 4B).
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(A) Bulk soil x Rhizosphere (B) Rhizosphere x Rhizosphere
Gl

249 187
(38.4%)| (28.9%)

183 247
(26.6%))  (36%)

223 238

(32.4%) (34.5%)

O Bulk soil O Rhizosphere

Figura 4: Diagrama de Venn mostrando a porcentagem de UTOs exclusivas e compartilhadas
de cada genétipo no solo rizosférico e nao rizosférico (A) e a relacdo entre as rizosferas dos
gendétipos de P. lunatus (B). G1 (UFPI-1244), G2 (UFPI-944); G3 (UFPI-990), G4 (UFPI-1241).
Bulk: solo ndo rizosférico; rhizosfhere: rizosfera.

A fim de avaliar o efeito de cada genoétipo ha moldagem do microbioma
da rizosfera, comparou-se a abundancia de UTOs entre as amostras de rizosfera
e de solo ndo rizosférico. Os resultados revelaram que cada genétipo enriqueceu
grupos microbianos especificos na rizosfera (Figura 5), sendo que o0 acesso
UFPI-1244 (G1) enriqueceu com 6 UTOs, assim, as mais abundantes foram
Bacillus, Burkholderiaceae e Gaillales (Figura 5A).

O acesso UFPI-944 (G2) enriqueceu com 10 UTOs, destacando-se as
Polyangiaceae e Pseudonocardia, mas algumas também foram semelhantes ao
acesso UFPI-1244 (G1) como Mycobacterium e Chitinophagaceae (Figura 5B).
JA o acesso UFPI-990 (G3) enriqueceu 7 UTOs com alta abundancia
Micromonosporaceae e Sphingomonadaceae (Figura 5C), sendo esta ultima
semelhante ao acesso UFPI-944 (G2). Por fim, o acesso UFPI-1241 (G4)
enriqueceu 11 UTOs, sendo Pseudonocardia e bactérias nédo classificadas as
mais abundantes (Figura 5D).

Além disso, uma analise de correlacdo de Spearman também foi
utilizada para mostrar como as propriedades do solo especificas impulsionam as
respostas da comunidade bacteriana (Figura 6). Os dados de nitrogénio total

(TN) e potassio (K) apresentaram, respectivamente, os maiores nameros de
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correlacdes negativas e positivas com os filos bacterianos, destacando-se o filo
Chloroflexi que foi o Unico que apresentou correlacao positiva com as variaveis
nitrogénio total (TN) e potassio (K) ao mesmo tempo Por outro lado, o filo
Verrucomicrobia apresentou o maior nimero de correlacdes negativas com
guatro varidveis ambientais diferentes, tais como nitrogénio total (TN), sédio
(Na), respiracao do solo (Resp.) e célcio (Ca) (Figura 6).
AN
Qe e o @ -
Omnitrophicaeota . ‘

Euryarchaeota .

Elusimicrobia . .
Chloroflexi . O o
Verrucomicrobia . . . .
Fusobacteria . 0.16
Planctomycetes . .
Bacteroidetes . . 0.02
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Spearman Correlation Coeficient

Entotheonellaeota .

Patescibacteria . o
Armatimonadetes . Lo 25

Cyanobacteria .
Crenarchaeota . 10.39

Nitrospirae . .

Gemmatimonadetes . 0.52
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0.8

Figura 6: Coeficiente de correlagdo Spearman’s para correlacionar as variaveis ambientais com
os filos bacterianos. NT: nitrogénio total do solo; H + Al: hidrogénio e aluminio; Na: sédio; Resp.:
respiracao basal do solo; K: potassio; P: potassio; Ca: célcio.
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Entdo, para avaliar o recrutamento de UTOs especificas entre os
genotipos de feijdo-fava, comparou-se cada cultivar com as demais (por
exemplo, G1 contra G2-G3-G4) (Tabela 3). A analise revelou que cada cultivar
enriguece um numero e um tipo diferente de UTOs no microbioma da rizosfera
(G1 =13, G2 =12, G3 =28 e G4 = 26). Observa-se que, a maioria das UTOs
enriguecidas na rizosfera de cada cultivar foram classificadas nas ordens
Gaiellales e Sphingomonadales, evidenciando que existe um nudcleo de

organismos selecionados pelo feijao-fava em maior nivel taxonémico.

5 Discusséo

Este estudo avaliou o efeito rizosférico de diferentes genadtipos de feijao-
fava na comunidade bacteriana do solo e confirmou a hipétese de que diferentes
genodtipos abrigam uma comunidade bacteriana distinta em sua rizosfera. Em
uma visao geral, os resultados revelaram que Proteobactérias e Actinobactérias
foram os filos bacterianos mais abundantes em amostras de solo rizosférico.

Essa resposta € esperada, uma vez que a planta elimina na rizosfera
diferentes exsudatos e, portanto, tornam esse ambiente rico em nutrientes,
promovendo o aumento de diversos grupos bacterianos (LADYGINA,
HEDLUND, 2010). Esses resultados corroboram com estudos prévios de outras
leguminosas, como a soja (SUGIYAMA et al., 2014), feijdo-comum (MENDES et
al., 2018a), onde foram encontrados Proteobacteria e Actinobacteria como filos
dominantes na rizosfera. Da mesma forma, Qiao et al. (2017) encontraram
Proteobactérias e Actinobactérias mais abundantes em solos rizosféricos que
outros grupos bacterianos em algodao.

A alta abundancia de Proteobacteria neste trabalho pode confirmar que
este filo parece ser beneficiado pela caracteristica das leguminosas. De fato, o
filo Proteobacteria inclui uma ampla variedade de bactérias fixadoras de
nitrogénio (N), como Rhizobium e Bradyrhizobium, que s&o influenciadas pela
rizosfera de leguminosas (SHARMIN et al., 2013). Além disso, 0 ambiente rico
da rizosfera contribuiu para o aumento da abundancia destes dois filos, porque
0s mesmos sao conhecidos como microrganismos copiotréficos devido a
adaptacdo em ambientes com altos teores de nutrientes e ainda serem
influenciados pelo aumento do carbono (C) proveniente da rizodeposicéo

(KOYAMA et al., 2014). Por outro lado, o filo Firmicutes foi o0 mais abundante no
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solo nao rizosférico, o que pode ser explicado devido ao estilo de vida oligotréfico
apresentado pelo mesmo (SHARMIN et al., 2013), considerando que o solo nédo
rizosférico € reconhecido como um ambiente pobre em nutrientes comparado a
rizosfera e esse fato pode ter influéncia no aumento da abundéncia deste filo.

A andlise de redundancia revelou uma clara separacao da comunidade
bacteriana entre os solos rizosférico e néao rizosférico com pequenas diferencas
entre os genaotipos e seu efeito rizosférico na comunidade bacteriana. Observa-
se que, a comunidade bacteriana do acesso UFPI-944 (G2) mostrou que este
gendtipo foi agrupado com algumas variaveis importantes para o crescimento
das plantas, tais como, nitrogénio total (TN), nitrogénio microbiano da biomassa
(MBN), calcio (Ca) e carbono, o que pode-se sugerir uma relacdo desses
nutrientes com o maior rendimento da planta (1012 Kg ha') encontrado neste
gendtipo (Tabela 1).

A comunidade bacteriana da rizosfera € um fator importante que
influencia o crescimento das plantas (WANG et al., 2018) e a rizosfera do acesso
UFPI-944 (G2) pode apresentar diferentes comunidades bacterianas que
contribuem para o aumento do rendimento delas. De fato, esta analise mostrou
um enriguecimento das UTOs classificadas como Polyangeaceae e
Pseudonocardia na rizosfera deste genoétipo. Esses dois grupos de
microrganismos desempenham func¢des importante para o crescimento das
plantas, pois secretam no solo compostos antimicrobianos que inibem a acéo de
patégenos nas raizes (JOG, NARESKUMAR, RAJKUMAR, 2012).

Além disso, a rizosfera desse mesmo acesso (UFPI-944 (G2) também
foi enriquecida com membros da ordem Rhizobiales que podem fixar nitrogénio
simbioticamente com leguminosas, o que explica a correlacdo desta comunidade
com a maior producao de nitrogénio total e membros do género Mycobacterium
gue abrigam diversos genes funcionais para a transformacéo de nutrientes como
os envolvidos na fixacdo autotrofica de carbono (LI et al., 2014).

O acesso UFPI-1244 (G1) (colocar a relacdo desse gendtipo com as
propriedades do solo) apresentou enriquecimento de UTOs classificadas como
Bacillus e Burkholderiaceae que sdo conhecidas como rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas, pois sdo capazes de solubilizar fosfato, produzir
compostos como o acido indol acético (AlA), enzimas hidroliticas, substancias
antibiéticas que atuam contra fitopatégenos (KUMAR, PRAKASH, JOHRI, 2011;
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KUMAR; DUBE; MAHESHWARI, 2012; CHAPELLE et al., 2016; XIAO et al.,
2017).

O acesso UFPI-990 (G3) enriqueceu as UTOs classificadas nas familias
Micromonosporaceae e Sphingomonadaceae, este Ultimo abrange membros
pertencentes ao género Sphingomonas s&o conhecidos por interagirem
positivamente com as raizes das plantas através da producéo de AlA (acido indol
acético) (TSAVKELOVA et al, 2007). O estabelecimento de
Sphingomonadaceae na rizosfera também mostrou ser promovido por exsudatos
radiculares de plantas (HAICHAR et al., 2008), reforgando o papel da planta em
moldar o microbioma da rizosfera. Os microrganismos filiados a
Micromonosporaceae atuam na renovacdo da matéria organica e muitas
espécies sao capazes de produzirem metabdlitos e enzimas secundarios
importantes na agricultura (TRUJILLO et al., 2014).

Por fim, o acesso UFPI-1241 (G4) apresentou 0 enriquecimento de
bactérias do género Pseudonocardia que também ja foi encontrado na rizosfera
de outras plantas e é bastante conhecido por produzir compostos antibidticos,
gue podem inibir alguns microrganismos fitopatogénicos (VALVERDE et al.,
2016) e Beijerinckiaceae sao capazes de corrigir o dinitrogénio, utilizar
compostos multicarbonados e acgucares como substratos de crescimento de
preferéncia (DEDYSH; HAUPT; DUNFIELD, 2016).

Ao analisar os dados da abundéancia bacteriana da rizosfera entre os
gendtipos, observa-se que cada genotipo recruta uma UTO especifica e quando
foram comparadas em um nivel taxonémico mais alto, os resultados mostraram
gue sao predominantemente filiados as ordens Sphingomonadales e Gaiellales,
revelando um nucleo de grupos bacterianos enriquecidos na rizosfera do feijao-
fava, independentemente do gendtipo diferenciado.

Como discutido anteriormente, membros da ordem Sphingomonadales
sdo encontrados abundantemente na rizosfera de plantas (HAICHAR et al.,
2008). Gaiellales é uma ordem de Actinobactérias e até recentemente apenas
uma espécie foi descrita, nomeadamente Gaiella occulta (ALBUQUERQUE et
al.,, 2011). Varios estudos relataram o aumento de Gaiella na rizosfera de
diferentes espécies de plantas (NOVELLO et al., 2017; WANG et al., 2018;
ZENG et al., 2018; ZHOU et al., 2019).
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Esse grupo de bactérias pode realizar a reducéo de nitrato, ajudando as
plantas a assimilar carboidratos, acidos organicos e aminoacidos, apoiando a
capacidade da planta de absorver nutrientes do solo (ALBUQUERQUE et al.,
2011; NOVELLO et al.,, 2017; SEVERINO et al.,, 2019). Esses resultados
mostram claramente que as plantas recrutam grupos bacterianos benéficos para
compor o microbioma da rizosfera, que desempenham importantes funcdes que
auxiliam no crescimento e desenvolvimento da planta.

Os resultados encontrados para a correlacado de Spearman mostram que
alguns grupos foram influenciados pelas propriedades quimicas nitrogénio total
(TN) e potéssio (K) de forma negativa e positiva, respectivamente. A correlagédo
positiva com K observada para alguns filos também foi encontrada por
Chronakova et al. (2015) que encontraram Chloroflexi, Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes, sendo mais abundantes em solos ricos em
matéria organica e nutrientes.

O filo Chloroflexi sozinho correlacionou-se positivamente com nitrogénio
total (TN) e potassio (K). Este filo € metabolicamente diverso e foi identificado
em muitos ambientes (HUG et al., 2013), sendo abundante no solo (JANSSEN,
2006). Estudos relataram que Chloroflexi apresenta correlacdo positiva com
nitrogénio total (ZHANG et al., 2013) e potassio (CHRONAKOVA et al., 2015;
WANG et al., 2017), sendo observada sua abundancia na rizosfera de arroz em
solo fértil em experimentos de longa duracéo (AHN et al, 2012).

Por outro lado, o filo Verrucomicrobia foi o grupo que apresentou mais
correlacdes negativas com algumas propriedades quimicas e respiracao do solo.
Isso pode estar relacionado, ao fato desse filo ser sensivel a mudancas nas
propriedades do solo (PAN et al.,, 2014) e sua estrutura e abundancia sdo
afetadas por fatores quimicos, como nitrogénio total, sédio, calcio (NAVARRETE
et al., 2015). Estudos também apontam uma correlacdo negativa de
Verrucomicrobia com nitrogénio, potassio, fosforo e com o teor de matéria
organica (HUANG et al., 2012).

A riqueza e a diversidade de espécies nao foram significativas para a
rizosfera comparado ao solo nao rizosférico, onde resultados semelhantes
também foram encontrados por Chaudhry et al. (2012) avaliando a diversidade
microbiana rizosférica de pinhdo-manso e Aradjo et al. (2019) avaliando o

microbioma rizosférico de milho e feijao-caupi. Isso acontece, porque € do solo
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nao rizosférico que as raizes das plantas selecionam 0s microrganismos para
habitar a rizosfera, consequentemente, os indices de diversidade e riqueza
podem, em algumas situacdes, serem semelhantes ou superiores aos do solo
rizosférico (WEISSKOPF et al., 2005).

Além disso, as informacBes sobre os caracteres quantitativos das
variedades crioulas (Tabela 1) estudados por Sousa (2019) mostraram que, 0S
acessos UFPI-1244 (CmV = 96 mm; CmS = 27 mm) e UFPI-944 (CmV = 90 mm,;
CmS = 17 mm) apresentaram 0S maiores comprimentos de vagem e de
sementes, respectivamente, indicando mais vantagens para 0S mesmos, uma
vez que sementes maiores tendem a fixar mais nitrogénio, consequentemente
maiores nodulos sdo produzidos, sendo esses fatores importantes para o
aumento da producdo em leguminosas (DOBERT, BLEVINS, 1993), o que
facilita a colheita manual pelos pequenos agricultores (SILVA, NEVES, 2011).

Avaliando também a produtividade e a estabilidade das 10 variedades
crioulas, Sousa (2019) indicou que dois acessos, incluindo o UFPI-944 (1012 Kg
ha') utilizado no presente estudo podem ser recomendados para selecéo de
programas de melhoramento, pois mostraram-se ser ideais para o cultivo nos
dois ambientes estudados. Tais informacdes podem ser correlacionadas com 0s
resultados do presente estudo, uma vez que o acesso UFPI-944 (1012 Kg ha')
apresentou o maior numero de UTOs afiliadas ao microbioma rizosférico de

feijdo-fava.

6 Concluséo

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que, 0s
acessos UFPI-944 (G2) e UFPI-1241 (G4) foram os que mais contribuiram para
0 microbioma rizosférico de feijdo-fava através da exsudacdo radicular,
selecionando microrganismos especificos dos filos Proteobacteria e
Actinobacteria para habitar as suas rizosferas, uma vez que foram os mais
abundantes e que membros destes dois filos classificados nas ordens
Sphingomonadales e Gaiellales.

Esses resultados demonstram a importancia do microbioma rizosférico
para o desenvolvimento da planta no solo, principalmente em P. lunatus, uma
espécie tipica da regido Nordeste. Apesar de ser uma area bastante estudada,

os programas de melhoramento vegetal ainda nao consideram os beneficios do
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rizomicrobioma como parte destes estudos. Desse modo, faz-se necessério
utilizar-se dessas informacgbes para criagdo de uma linha de pesquisa em
“Biodiversidade do solo: interagdes planta-microrganismos” em um futuro
programa de melhoramento genético de P. lunatus que, vise a conservagao e a
exploracdo do potencial genético da espécie, levando-se em consideracdo as
caracteristicas agrondmicas, assim como, informag¢8es acerca do microbioma da
espécie, tendo como perspectiva a producdo de inoculantes a partir das
rizobactérias atuantes no desenvolvimento e na produtividade desta leguminosa
para que possam ser também adquiridos pelos pequenos agricultores que
utilizam a producédo do feijao-fava tanto para consumo quanto para geracao

complementar de renda.
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Figura suplementar: Abundéancia relativa dos taxons bacterianos encontrados no solo
rizosférico e nédo rizosférico de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) baseados no gene 16S rRNA.
Rhiz = solo rizosférico; bulk = solo nao rizosférico; G1- genotipo 1 (UFPI-1244); G2- gendtipo 2
(UFPI-944); G3- gendtipo 3 (UFPI-990); G4- gendtipo 4 (UFPI-1241).
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Figura 5: Distribuicdo dos grupos bacterianos mais diferenciados baseados em dados do gene 16S rRNA em amostras de solo rizosférico e
nao rizosférico dos gendtipos dos acessos G1 (UFPI-1244); G2 (UFPI-944); G3 (UFPI-990); G4 (UFPI-1241) de feijdo-fava.
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Tabela 3- Lista de UTO'’s significativamente abundantes em um genotipo especifico da
rizosfera em comparacdo com os demais genotipos. Os valores de P foram calculados
com base no teste t de Welch'’s, corrigido usando Benjamini-Hochberg FDR.

OTU Filo Ordem Familia P-valor
G1 x Outros
OoTuU_147 Actinobacteria Gaiellales uncultured 8.58E-5
OTU_138 Actinobacteria Gaiellales uncultured 5.18E-4
OTU_68 Actinobacteria Gaiellales uncultured 1.04E-3
OTU_417 Unc_Bacteria 2.86E-3
OTU_704 Acidobacteria 5.91E-3
OTU_262 Unc_Bacteria 0.015
OoTuU_188 Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.015
OTU_206 Planctomycetes Tepidisphaerales WD2101soilgroup 0.019
OTU_240 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.023
OTU_148 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.030
OTU_100 Chloroflexi unculturedbacterium | unculturedbacterium 0.033
OTU_ 234 Unc_Bacteria 0.044
OTU_192 Gemmatimonadetes | Gemmatimonadales | Gemmatimonadaceae | 0.046
G2 x Outros
OTU_179 Actinobacteria Gaiellales uncultured 2.61E-3
OTU_1026 | Actinobacteria Gaiellales uncultured 3.82E-3
OTU_96 Unc_Bacteria 5.27E-3
OTU_304 Actinobacteria Gaiellales uncultured 5.69E-3
OoTuU_847 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.012
OTU_49 Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.014
OTU_130 Bacteroidetes 0.017
OTU_258 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.024
OTU_430 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.038
OTU_366 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.042
OTU_808 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.044
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OTU_299 Acidobacteria 0.046
G3 x Outros
OTU_281 Acidobacteria 2.73E-5
OTU_2030 | Planctomycetes Tepidisphaerales WD2101soilgroup 4.93E-5
OTU_1142 | Unc_Bacteria 1.17E-4
OTU_1055 | Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 4.39E-4
OTU_667 Unc_Bacteria 4.79E-4
OoTuU_17 Actinobacteria Gaiellales uncultured 1.12E-3
OTU_1195 | Actinobacteria Gaiellales uncultured 3.58E-3
OoTU_ 121 Actinobacteria Gaiellales uncultured 4.14E-3
OTU_101 Actinobacteria Gaiellales uncultured 4.41E-3
OTU_700 Armatimonadetes Chthonomonadales | unculturedbacterium 7.04E-3
OTU_1007 | Acidobacteria 0.011
OTU_469 Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.015
OoTuU_272 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.018
OTU_526 Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.027
OTU_259 Unc_Bacteria 0.027
OTU_1339 | Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.027
OTU_65 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.028
OTU_105 Bacteroidetes 0.029
OTU_1703 | Verrucomicrobia Chthoniobacterales | Chthoniobacteraceae | 0.032
OTU_1056 | Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.032
OTU 481 Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.034
OTU_188 Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.035
OTU_170 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.037
OoTuU_97 Verrucomicrobia Chthoniobacterales | Chthoniobacteraceae | 0.037
OTU 41 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.038
OTU_171 Planctomycetes Tepidisphaerales WD2101soilgroup 0.044
OTU_13 Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.045
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OTU_279 Unc_Bacteria 0.045
G4 x Outros
OTU_268 Firmicutes Bacillales 8.56E-5
OTU_235 Actinobacteria Gaiellales uncultured 2.20E-4
OoTuU_187 Verrucomicrobia Chthoniobacterales | Chthoniobacteraceae | 6.36E-4
OTU_315 Unc_Bacteria 7.10E-4
OTU_1277 | Unc_Bacteria 8.61E-4
OTU_1084 | Unc_Bacteria 1.96E-3
OTU_482 Planctomycetes Tepidisphaerales WD2101soilgroup 3.38E-3
OTU_533 Chloroflexi unculturedbacterium | unculturedbacterium 9.92E-3
OTU_1898 | Proteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | 0.011
OTU_305 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.014
OTU_992 Unc_Bacteria 0.014
OTU_330 Unc_Bacteria 0.014
OTU_508 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.015
OTU_226 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.024
OTU_356 Unc_Bacteria 0.025
OTU_219 Unc_Bacteria 0.030
OTU_1027 | Verrucomicrobia Chthoniobacterales | Chthoniobacteraceae | 0.031
OTU_491 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.035
OTU_253 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.035
OTU_718 Actinobacteria Gaiellales uncultured 0.038
OTU_1649 | Planctomycetes Tepidisphaerales WD2101soilgroup 0.041
OTU_1450 | Unc_Bacteria 0.043
OTU_364 Unc_Bacteria 0.044
OTU_343 Unc_Bacteria 0.045
OTU_ 451 Unc_Bacteria 0.046
OTU_464 Unc_Bacteria 0.049




