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RESUMO

As bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) constituem um
elemento vital dentro do intrincado microbioma da rizosfera. E frequentemente
observado que as espécies distintas moldam sua comunidade BPCP na rizosfera,
influenciando mais o crescimento de algumas espécies do e que de outras. Neste
estudo em estufa conduzido em solo agricola uniforme, examinou a comunidade
BPCP na rizosfera de espécies de plantas significativas, incluindo duas cultivares
melhoradas (milho e caupi) e uma variedade crioula (feijdo-fava). A estrutura da
comunidade BPCP divergiu entre a raga crioula e as cultivares, que exibiram
estruturas comunitarias comparaveis. A rizosfera de feijdo-fava apresentou grupos
BPCP exclusivos (Streptomyces, Soliruborbacter e Methylobacter), contribuindo para
a resisténcia das plantas e tolerancia ao estresse. Em contraste, a rizosfera de
ambas as cultivares apresentou abundancia relativa semelhante de Bacillus e
Paenibacillus, grupos envolvidos na promogdo do crescimento vegetal pela
producao de antibidticos e fixagao bioldgica de N. Além disso, as cultivares exibiram
uma propor¢do maior de microbios especializados, resultando em uma interagao
comunitaria mais complexa em comparacado com a racga local. Os resultados deste
estudo ampliam o conhecimento da comunidade BPCP em diferentes espécies de
plantas e confirmam o efeito significativo de variedades crioulas e cultivares na

selecdo da comunidade de bactérias.

Palavras-chave: Ecologia microbiana, Interacdo planta-micrébios, Rizosfera,

Sequenciamento de genes.



ABSTRACT

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) constitute a vital element within
the intricate rhizosphere microbiome. It is frequently observed that distinct plant
species shape their PGPR community in the rhizosphere, influencing the growth of
some species more than others. This greenhouse study, conducted in uniform
agricultural soil, examined the PGPR community in the rhizosphere of significant
plant species, including two cultivars (maize and cowpea) and one landrace (lima
bean). The PGPR community structure diverged between the landrace and the
cultivars, which exhibited comparable community structures. Lima bean's rhizosphere
revealed exclusive PGPR groups (Streptomyces, Solirubrobacter, and
Methylobacter), contributing to plant resistance and stress tolerance. In contrast, both
cultivars displayed a similar abundance of Bacillus and Paenibacillus, known for
promoting plant growth through antibiotic production and biological nitrogen fixation.
Additionally, the cultivars exhibited a higher proportion of specialist microbes,
resulting in a more intricate community interaction compared to the landrace. This
study enhances our understanding of the PGPR community among distinct plant
species and underscores the substantial influence of landraces and cultivars on

rhizobacterial community selection.

Keywords: Amplicon sequencing, Microbial ecology, Plant-microbes interaction,

Rhizosphere.
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1 INTRODUCAO

A rizosfera se refere a regidao do solo influenciada pelas raizes que
apresenta alta atividade microbiana (Melo et al., 2001). Isto ocorre devido a
liberacado de exsudatos radiculares, que sdo compostos organicos, como proteinas e
agucares, que estimulam a comunidade microbiana (Araujo et al., 2019). Entre os
microrganismos selecionados na rizosfera, destacam-se as bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP). As BPCPs sao capazes de desempenhar atividades
relacionadas a promoc¢ao do desenvolvimento das plantas (Romagnoli; Andreote,
2016), conferindo resisténcia a patdgenos e ao estresse hidrico, como também
aumento da disponibilidade de nutrientes para as plantas (Araujo et al., 2019).
Alguns géneros microbianos sao conhecidos, tais como Rhizobium, Bacillus,
Azospirillum, Pantoea, Streptomyces, Flavobacterium e Pseudomonas, e
apresentam capacidade de fixar nitrogénio através da simbiose com as raizes das
plantas (Remans et al., 2008).

A influéncia da rizosfera sobre a comunidade bacteriana pode variar de
acordo com os tipos de plantas (Martins et al., 2014) e pelo estagio de
desenvolvimemto (Araujo et al., 2019). As diferentes caracteristicas das plantas
exercem pressao seletiva sobre a comunidade bacteriana por meio da modificagéo
dos exudatos radiculares que atuam como quimioatraentes ou moléculas repelentes
(Garcia-Salamanca et al. , 2012). Por exemplo, Araujo et al. (2019) avaliaram a
comunidade bacterina na rizosfera do milho e caupi e observaram diferengas na
estrutura e composicdo da comunidade bacteriana. Isso sugere uma modificagao no
ambiente rizosférico influenciado pelo tipo de planta.

Dentre as principais espécies de plantas cultivadas na regido Nordeste, pode-
se destacar o milho (Zea mays), caupi (Vigha unguiculata (L.) Walp) e feijao-fava
(Phaseolus lunatus). O milho € um dos principais cereais produzidos no mundo
(Silva et al., 2017), sendo socioeconomicamente uma das culturas mais importantes
do setor agricola brasileiro uma vez que é produzido em todo territério nacional e
utilizado na fabricagédo de racdo animal e alimentagdo humana (Reis, 2019). No
Brasil, o milho é a segunda cultura de maior importadncia econémica, ficando atras
apenas da soja (Conab, 2019).

Ja o feijao-fava apresenta importdncia para a agricultura familiar,
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principalmente para os pequenos produtores que cultivam, variedades crioulas de
crescimento indeterminado associado ao milho que atua como tutor (Carmo et al.,
2015). Servindo como fonte proteica de alimento em virtude do valor nutricional,
tornando-a a segunda leguminosa de maior importancia do género Phaseolus
(Santos et al., 2009). Além disso, apresenta grande diversidade genética e
capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes, fazendo com que seja
considerada uma espécie tolerante a seca, ao excesso de umidade, calor e a altas
temperaturas (Araujo et al., 2017). Em 2017, foram produzidos no Brasil 21.004,272
toneladas de feijdo-fava, sendo que os maiores produtores estdo concentrados na
regido Nosdeste onde cerca de 89% dos gréos s&o produzidas IBGE (2018).

O caupi € uma cultura que tem grande relevéancia, principalmente por sua
rusticidade, fazendo com que regides de clima mais arido consigam produzir em
quantidade satisfatéria (Conab, 2020), geralmente em cultivo de subsisténcia, e
também por pequenos produtores rurais, principalmente no Norte e Nordeste (Freire
Filho, 2011).

Para essas espécies de plantas, as BPCPs podem auxiliar no
desenvolvimento e produtividade. Dessa forma, o conhecimento da associagao das
BPCPs com essas espécies pode auxiliar no entendimento dos efeitos positivos
sobre as plantas. A principal hipotese deste estudo € que, por se tratar de espécies
diferentes, o milho, caupi e o feijao-fava, logo identifica-se a liberagdo de exsudados
pelas raizes, recrutando a comunidade bacterioldgica distintas entre as plantas

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade e
estrutura da comunidade de BPCPs associada a rizosfera de milho, feijdo-fava e

caupi, utilizando o sequenciamento do gene 16S rRNA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)

As comunidades microbianas do solo representam a maior biodiversidade da
terra, desempenhando um papel importante na promocdo do crescimento e da
produtividade das plantas (Lopes et al., 2021). Estima-se que em um grama de solo
pode abrigar até 10 bilhdes de microrganismos de, possivelmente, milhares de
espécies diferentes (Torsvik; Ovreas, 2002). Dessa diversidade, as bactérias séo os
grupos microbianos mais abundantes (Araujo et al., 2019). As bactérias capazes de
colonizar a rizosfera ou as raizes das plantas e auxiliar direta ou indiretamente no
crescimento e desenvolvimento vegetal sdo chamadas de bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCPs) (Romagnoli; Andreote, 2016).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) vém sendo cada
vez mais utilizadas com intuito de tornar a produgdo agricola mais sustentavel
(Moreira; Siqueira, 2006). Essas bactérias colonizam o interior das raizes e
estabelecem populagdes endofiticas e, no ambiente rizésferico, sdo capazes de
estimular o crescimento vegetal e controlar ou atenuar efeitos deletérios de
patdgenos oportunistas por mecanismos de sinalizagdo molecular, beneficiando
outras fungdes importantes para planta, como solubilizacdo de fosfato e inducéo de
crescimento por fito horménios (Ahemad et al., 2009; Bulgarelli et al., 2013;
Gopalakrishnan et al., 2015). Através da interagdo planta e bactérias do solo,
percebe-se que as BPCPs podem auxiliar no desenvolvimento radicular,
promovendo uma maior assimilagédo de nutrientes, ajudar no indice de germinagéo
de sementes, no desenvolvimento e crescimento, na formagao de flores e numa
maior producdo de culturas de importancia agricola (Alekhya; Gopalakrishnan,
2017). Também apresentam a capacidade de minimizar efeitos prejudiciais dos
estresses ambientais nos solos, como a poluicdo por metais pesados e outros
compostos inorganicos (Ma et al., 2011), elevada concentracdo de sais (Nadeem et
al., 2010) e estresse hidrico (Cohen et al., 2015).
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Sabe-se ainda que essas bactérias produzem reguladores de crescimento
de vegetais, os fitormbnios, tais como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e
acido abscisico (Silva et al., 2016). Os filos mais encontrados na rizosfera séo as
Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Plantomycetes
(Araujo et al., 2019), sendo a maioria benéfica, porém podem conter patégenos que
afetam o desenvolvimento da planta (Mendes; Garbeva; Raaijmakers, 2013).

Estudos realizados com bactérias promotoras de crescimento de plantas
mostraram, por exemplo, que a inoculagdo de Bacillus spp. em sorgo sob estresse
hidrico resultou melhor adaptagcdo a estresses abidticos, aumento do comprimento
da parte aérea e biomassa seca das raizes, melhorando assim o crescimento das
plantulas de sorgo (Grover et al., 2014). Kasim et al. (2013) inocularam bactérias
isoladas de Bacillus e Azospirillum em trigo sob condicdes de seca progressiva e
descobriram que as PGPR aumentaram a sobrevivéncia das pléntulas, melhoraram
0 ganho de peso na biomassa fresca e seca, por proporcionar maior acumulo de
agua nos tecidos no periodo da seca e a agua do tecido vegetal sob seca. Alguns
estudos demonstraram também que o PGPR especifico pode melhorar os
parametros fisiolégicos e bioquimicos de mudas de milho, como teor relativo de
agua, aumento dos niveis de prolina, agucares e aminoacidos livres, e diminuicao do
vazamento de eletrélitos e atividade de enzimas antioxidantes, melhorando assim o
crescimento das plantas e aliviando a seca (Naseem; Bano, 2014).

Sendo esses microrganismos de extrema importancia para a biodiversidade
e como alguns estudos vem mostrando a eficiéncias dos mesmos na promog¢ao do
crescimento de plantas é fundamental estudos sobre as RPCPs principalmente nas
plantas com potencial alimenticio, pois sabendo da alta demanda de producéao
devido ao crescimento populacional, espécies de plantas como milho, feijao, soja
tornam-se alvo de melhoramento genético para adquirirem mais resisténcias a
pragas e doengas e também para um melhor crescimento e qualidade nutricional.
Desta forma quanto mais estudos realizados mais informagdes geradas acerca do

assunto, podendo entdo ajudar grandes e pequenos produtores.

2.2 Caracteristicas da rizosfera do feijao-fava, milho e caupi
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Considerada a segunda espécie mais importante do género, perdendo
somente para o feijao comum, o feijao-fava € uma leguminosa caracterizada por
elevada diversidade genética, tropical, alto potencial de producéo, adapta-se bem as
mais diferentes condigcdes ambientais (Santos et al., 2009). O feijao-fava é bastante
cultivado na regido Nordeste do Brasil, em regime sequeiro, por agricultores
familiares com pouco uso de tecnologias, o que resulta em baixos indices de
produtividade e oscilagdo na produgéo (Francisco et al., 2020).

As plantas selecionam microrganismos especificos para ocupar a rizosfera,
através da rizodeposicdo podendo moldar a composicdo bacteriana reprimindo ou
estimulando a abundancia de microrganismos especificos que anteriormente
habitavam o solo n&o rizosférico (Zhou et al., 2017). Essa relacdo planta-
microrganismo vai se estabelecendo e se fortalecendo de acordo com a
necessidade de ambos. No caso do género Phaseolus a interagdo mais comum com
microrganismos ocorre através da simbiose, realizando a fixagdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) (Antunes et al., 2011). Essas bactérias, conhecidas como rizébios,
invadem os tecidos radiculares e induzem a formacao de estruturas especializadas
conhecidas como ndédulos, onde se diferenciam e fixam o nitrogénio atmosférico que
é fornecido a planta.

Antunes et al., (2011) em um estudo sobre eficiéncia simbibtica de isolados
de rizébio noduladores de feijdo-fava (Phaseolus Lunatus L.), comprovaram a
eficiéncia e capacidade dos isolados estudados na fixacdo de N2 em feijao-fava.
Amorim et al. (2017) em um estudo com isolados de rizobios noduladores de feijao-
fava em solos de trés estados do nordeste brasileiro obtiveram em seus resultados
uma diversidade entre os rizébios noduladores do feijdo-fava nos trés estados,
sugerindo que as diferencas na localizagdo geografica nas condi¢des
edafoclimaticas exercem influéncia sobre os tipos e a distribuicdo de comunidades
microbianas na rizosfera e que os isolados encontrados apresentaram
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas similares aquelas encontradas nos
géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium e Mesorhizobium.

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas mais antigas do mundo, e diversos
fatores, como a escolha da cultivar, caracteristicas do solo, métodos de adubacao,
condigbes climaticas, praticas agricolas, pragas e doencas, influenciam o
desenvolvimento desse cereal (Ehrmann; Ritz, 2014). No Brasil, o milho € uma das

culturas mais expressivas, sendo sua produgdo destinada tanto a fabricacdo de
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produtos derivados quanto ao consumo direto, tanto na alimentagdo animal (suinos,
bovinos e aves) quanto humana (Machovina; Feeley; Ripple, 2015). A produgao
brasileira de milho alcangou 88.461.943 milhdes de toneladas, cultivadas em uma
area de 19.024.538 milhdes de hectares (IBGE, 2021).

O milho, uma cultura de grande relevéancia no cenario agricola brasileiro, tem
sido cultivado em larga escala nas extensas areas de cerrado nos ultimos anos. No
entanto, é fundamental considerar que o milho, sendo uma das culturas mais
exigentes em fertilizantes, principalmente os nitrogenados, pode ter sua
produtividade limitada pela falta adequada de adubacgao (Szilagyi-Zecchin; Marriel;
Silva, 2017).

A regidao rizosférica, que circunda as raizes, apresenta caracteristicas
distintas em comparagcédo com o solo distante das raizes. Nessa area, ocorrem
diversos processos vitais para a nutrigho mineral das plantas, incluindo a
solubilizagdo do fosfato. Em um estudo conduzido por Batista et al. (2018),
observou-se que as bactérias Klebsiella pneumoniae, Enterobacter € uma bactéria
nao identificada, foram particularmente eficientes na solubilizagdo de fosfato de
ferro. Este estudo também apontou que o tempo de cultivo de 72 horas resultou na
maior producdo de sideroforos, com destaque para as bactérias Burkholderia
gladioli, Bacillus cereus, Bacillus megaterium e Pantoea ananatis que produziram
mais de 20 uyM de siderdforos neste periodo. Notavelmente, 82% dos isolados que
solubilizaram o P-Fe foram capazes de produzir sideroforos.

Em outro estudo, Araujo et al. (2019) identificaram o género Bacillus como
uma espécie-chave na rizosfera do milho e do caupi. Além disso, observaram a
presenca dos géneros Mycobacterium e Microlunatus na rizosfera do milho e do
caupi, respectivamente. Essas descobertas ressaltam a importancia das interacdes
microbianas na promog¢ao do crescimento das plantas, especialmente no ambiente
complexo da rizosfera.

Alguns estudos demonstram que dentre as bactérias que fixam N e sao
capazes de se associarem a Poaceae, as do género Azospirillum sao bastante
estudadas (Reis, 2006). O caupi também € capaz de nodular e estabelecer simbiose
com diversas espécies de bactérias do grupo rizobio, incluido os géneros
Azorhizobium,  Burkholderia,  Bradyrhizobium,  Mesorhizobium,  Rhizobium,
Sinorhizobium, entre outros (Moreira, 2008). Outros fixadores de N que nodulam o

caupi sao Enterobacter e Microbacterium (Leite et al., 2017; Rocha et al., 2020).
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Lopes et al. (2021) avaliaram a composi¢ao e a estrutura da comunidade bacteriana
ao longo de trés regides distintas no Nordeste do Brasil e encontraram alguns
grupos relacionados a promog¢éo do crescimento de plantas como Bradyrhizobium,
Bacillales, Rhizobiales e Solibacillus o que poderia explicar a maior produtividade do
caupi na regiao onde esses géneros foram encontrados.

A composi¢cao da comunidade bacteriana da rizosfera é importante para o
desenvolvimento da planta, quanto mais estudos e abordagens forem realizados
mais informacgdes serdo obtidas e o tipo de planta é uma delas. Como observado por
Araujo et al. (2019) que os diferentes tipos de plantas modelam essa comunidade de

forma diferente através dos exsudados

2.3 BPCPs na rizosfera de plantas cultivadas

A crescente demanda pela producédo de alimentos por conta do aumento da
populagao exige aplicacéo de técnicas e tecnologias novas na agricultura para tornar
essa atividade mais sustentavel. Sabe-se que o uso indiscriminado de fertilizantes e
agrotoxicos podem causar danos a saude e ao meio ambiente como também
aumentar os custos de produgdo, sendo importante adotar técnicas e/ou praticas
mais sustentaveis e que minimizem os impactos desta atividade (Canellas et al.,
2015).

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) pode
constituir uma excelente alternativa biolégica para aumentar a produtividade das
culturas. Existem relatos da promog¢ao de crescimento por rizobactérias em varias
culturas, tais como: soja (Araujo, 2008; Ratz et al., 2017), milho (Gholami;
Shahsavani; Nezarat, 2009; Ratz et al., 2017; Aquino et al., 2022), trigo (Carvalho et
al., 2009; Santos, 2018), Arroz (Santos, 2018). Em alguns dos exemplos
mencionados, a promog¢ao do crescimento das plantas esta associada a beneficios
diversos, como um aumento na produgdo de gréos, uma germinagdo mais robusta
em ambientes controlados e em campo, uma absorcdo mais eficiente de nutrientes,
e incrementos tanto no peso seco quanto na altura dos cultivares, entre outros.

No estudo conduzido por Pereira et al. (2018) ressaltou-se que a inoculacao

com BPCPs no trigo demonstrou a capacidade de mitigar os efeitos adversos
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causados pela restricdo hidrica, principalmente ao empregar a técnica de co-
inoculacdo envolvendo Pseudomonas spp.+ Azospirillum brasiliense. Sousa,
Nascente e Filippi (2019) em suas pesquisas sobre bactérias promotoras do
crescimento radicular em pléantulas de dois cultivares de arroz irrigado por
inundagdo, observaram que todos os microrganismos testados resultaram em
aumentos significativos no desenvolvimento das radiculas das plantulas em
comparagdo com o tratamento controle (sem microrganismos).

Num estudo conduzido por Mafia (2004), que explorou rizobactérias para a
promogao de crescimento em clones de eucalipto, registrou-se um incremento
expressivo no indice de enraizamento em 21,4% e na biomassa de raizes em 78%,
comparativamente ao grupo controle. Esses achados evidenciam o potencial das
rizobactérias em estimular o crescimento das plantas, contribuindo para melhorias
em caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento radicular e a biomassa. Em
Araujo et al. (2010) em um estudo sobre a coinoculagao rizobio e Bacillus subtilis em
caupi e leucena mostraram que os tratamentos inoculados, houve um aumento na
nodulagdo do caupi com a coinoculagao, sugerindo uma influéncia do Bacillus
subtilis na promog¢ao de nodulagéo pela Bradyrhizobium inoculado.

Assim pode-se observar que ao logo dos anos através das pesquisas que as
BPCPs contribuirem para o crescimento e para aumentar a producdo da cultura,
através de varios mecanismos se destacando a fixagao de nitrogénio, solubilizacéo
de fosfatos retidos no solo, produgcdo de sideréforos e produgdo de substancias

hormonais como as auxinas (Acido indolacético) e Acido Giberélico (Silveira, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

O estudo foi conduzido em casa de vegetagcdo Departamento de Engenharia
Agricola e Solos, 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 nos meses de janeiro e fevereiro de
2022 em solo de textura arenosa (7% de argila, 39% de silte, 49% de areia)
(Embrapa, 1997) e classificado como Neossolo Fluvico (Santos et al., 2018). O solo
foi coletado em dezembro na profundidade de 0-20 cm, posteriormente disposto em
vasos com capacidade de 5 dm3. Os tratamentos consistiram em trés espécies de

plantas: a) feijao-fava; b) milho; e) caupi.

3.2 Experimento

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeticoes. As sementes foram desinfetadas superficialmente em alcool
70% por um minuto, e hipoclorito de sodio por trés minutos, lavadas com agua
destilada. Foram semeadas 5 sementes por vaso. As plantas foram irrigadas e
avaliadas diariamente quanto a germinagao e possivel surgimento de pragas e
doengas. Foi realizado o desbaste das plantas aos 15 DAP (dias apds o plantio),

deixando 1 planta por vaso.

3.3 Amostragem do solo rizosférico
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A amostragem do solo foi realizada durante o periodo de floragdo das plantas
(fase que a planta libera mais exsudados no solo, como agucares e compostos
alcoois que atraem o maximo de microrganismos para a rizosfera) (Chaparro; Badri;
Vivanco, 2014). Para a coleta, amostras de solo aderidas as raizes foram
cuidadosamente retiradas utilizadas e armazenado em criotubos de plastico
autoclavados para a extracdo de DNA. A cada coleta, todo o material utilizado foi
esterilizado em alcool 70%. Amostras de solo ndo aderidas as raizes foram
coletadas (solo nao rizosférico) e armazenadas para fins de extracdo de DNA. Os
tubos foram armazenados a -20°C para posterior utilizagcdo. As propriedades
quimicas do solo (pH, carbono organico, nitrogénio total, fosforo, potassio, calcio)

foram estimadas de acordo com a Embrapa (1997).

3.4 Extracao e sequenciamento do DNA

O DNA do solo foi extraido de amostras de 0,5 g usando o kit de extragcao
Power Lyzer Power Soil DNA lIsolation Kit (MoBIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA)
seguindo as instrugdes do fabricante. A extragdo de DNA foi realizada em ftriplicata
para cada amostra de solo. A qualidade e concentracdo do DNA foi determinada
usando NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, USA). A regido V4 do gene
16S rRNA foi amplificada com primers especificos (515F/806R) (Caporaso et al.,
2011). O DNA foi amplificado em reagao de cadeia da polimerase: 95 °C por 3 min
para desnaturar com 35 ciclos a 98 °C por 20 s, 55 °C por 20 s e 72 °C por 30 s,
com extensao final de 3 min a 72°C para completa elongacgao.

Apés indexagado, os produtos da PCR foram purificados usando Agencourt
AMPure XP — PCR purification (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) de acordo com as
instrugdes do fabricante e quantificado usando o kit dsSDNA BR (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) em um fluorometro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Apos
quantificacdo, a molaridade do DNA foi determinada e diluido para 2 nM, denaturado

e entdo diluido para concentragéo final de 8.0 pM, 20% PhiX (lllumina, San Diego,
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CA, USA) para colocagao no sequenciador lllumina MiSeq (lllumina, San Diego, CA,
USA).

As sequencias foram processadas usando QIIME seguido de procedimento
UPARSE de acordo com o] projeto Brazilian Microbiome
(http://www.brmicrobiome.org/#!16s-profiling-pipeline-illumina/czxl) (Pylro et al.,
2014), para produzir uma tabela de OTUs e as sequencias representativas. As
sequencias foram agrupadas a 97% de similaridade e alinhadas taxonomicamente
usando a base de dados Greengenes (Version 13.8),

A analise de redundancia (RDA) foi usada para determinar a correlagédo entre
a comunidade bacteriana e as propriedades do solo. A tabela de OTU foi analisada
por correspondéncia e avaliada a distribuicdo das espécies (97%). Permutacdes de
Monte Carlo foram testadas para verificar a significAncia das propriedades do solo
sobre a comunidade bacteriana. Uma analise multivariada permutacional de
variancia (PERMANOVA) foi usada para testar a significAncia das categorias
(Anderson, 2001). RDA foi gerada usando Canoco 4.5 (Ter Braak; Smilauer, 2002),
e a PERMANOVA foi calculada com o software PAST (Hammer; Harper; Ryan,
2001).
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4 RESULTADOS

4.1 Estrutura e diversidade das BPCPs

Neste estudo, avaliamos a composicao, estrutura e diversidade de PGPR
nativo através do sequenciamento do amplicon 16S rRNA, comparando as rizosferas
de milho, caupi e feijao-fava. Em geral, encontramos diferencas na comunidade
BPCP comparando cultivares (milho e caupi) e crioula (feijao-fava), o que esta em
parte de acordo com a hipotese deste estudo. A analise de PCA mostrou que os dois
primeiros eixos explicaram 89,7% da variacao total dos dados entre as comunidades
PGPR encontradas nos trés rizosfera das plantas (PERMANOVA F = 4,0148; P =
0,0018) (Figura 1a). A rizosfera do milho apresentou a maior riqueza de PGPR,
enquanto a rizosfera de feijdo-fava e caupi apresentaram BPCP semelhantes a
riqueza, indicando que espécies melhoradas indicam maior quantidade de
microorganismos na microbiota, mas a a amplitude de grupos € menor (Figura 1b).
No entanto, a rizosfera do feijdo-fava tem apresentado maior diversidade de BPCP

em comparagao com a rizosfera do caupi (Figura 1c).
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Figura 1 - Estrutura de comunidades bacterianas na rizosfera de plantas de milho,
caupi e feijgdo-fava. (a) Analise de redundancia (RDA) de comunidades
bacterianas; (b) correlagdo entre as rizosferas; e (c) analise de
permutacdo (PERMANOVA).

4.2 Analise da ocupagao do nicho

A analise da ocupacao do nicho revelou que a propor¢cao de especialistas e
generalistas variou entre as rizosferas (Figura 2). Comparando a rizosfera do feijao-
fava com o milho, 11,9% das BPCPs foram classificadas como generalistas
(mutuamente presentes nas duas rizosferas), enquanto 30,5% foram classificadas
como especialistas no feijao-fava e 33,9% no milho. A comparagéo entre as
rizosferas do feijao-fava e caupi mostrou uma maior proporgdo de especialistas no
feijao-fava (37,7%) e 9,4% de generalistas. Por fim, na comparagéo das rizosferas
do milho e caupi houve uma maior proporgdo de generalistas presentes nas duas

rizosferas.
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Figura 2 - Método de classificacdo multinomial de espécies (CLAM) para o teste de
ocupacao de nicho com base na comparacao de pares. Os generalistas
(cinza), especialistas (verde e azul) e raros (preto) sdo indicados com
seus respectivos percentuais.

4.3 Composig¢ao de BPCPs na rizosfera

A comunidade de BPCPs foi composta por 21 géneros, sendo Bacillus o
género mais abundante nas trés rizosferas. Curiosamente, cada rizosfera
apresentou uma dominancia de diferentes géneros. A rizosfera do caupi apresentou
maior abundancia dos géneros Bacillus, Brevibacillus, Flavisolibacter e
Bradyrhizobium. A rizosfera do milho apresentou grande abundéancia de Bacillus,
Mycobacterium, Bradyrhizobium, enquanto que a rizosfera do feijao-fava apresentou

alta abundancia de Solirubrobacter, Methylobacterium e Streptomyces (Figura 3).
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Figura 3 - Composi¢cado bacteriana na rizosfera do milho, feijdo-fava e caupi com

base no gene 16S rRNA.

4.4 Analise de rede de interacoes

A andlise da rede de interagdes mostrou que a rizosfera do feijdo-fava

apresentou uma comunidade de BPCPs menos complexa (numero de nés = 27,

arestas = 181). A rizosfera do caupi apresentou uma rede de interagoes

intermediaria, enquanto a rizosfera do milho apresentou uma comunidade mais

complexa, numero de nés = 42, arestas = 397). Na rizosfera do feijao-fava e milho, o

numero de correlagdes positivas foi inferior as negativas.
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Figura 4 - Rede de interacbes das comunidades bacterianas em solos de trés
rizosferas distintas com base no gene 16S rRNA.

4.5 Analise de biomarcadores

A anadlise de biomarcadores bacterianos comparou a comunidade de BPCPs
na rizosfera do milho, caupi e feijdo-fava (Figura 5). As rizosferas do milho e caupi
apresentaram enriquecimento de Streptomyces e Alicyclobacillus, enquanto o feijao-
fava com Solirubrobacter e Proteobacteria. Na comparagao entre milho e caupi, a
rizosfera do primeiro enriqueceu Flavobacterium enquanto o segundo apresentou

enriquecimento de Proteobacteria.
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Figura 5 - Biomarcadores BPCP baseados na Analise Discriminante Linear (LDA)

tamanho do efeito (LEfSe). (a) feijao-fava x milho, (b) feijao-fava x caupi
e (c) milho x caupi.
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5 DISCUSSAO

5.1 Estrutura e diversidade das BPCPs

Esta anadlise separou a comunidade BPCP encontrada na rizosfera do feijao-
fava, caupi e milho, em que se agruparam. Isso sugere alguns efeitos rizosféricos
distintos ao comparar as trés espécies em estudo. De acordo com Huang et al.
(2022), o processo de melhoramento vegetal, ou seja, de crioulas para cultivares,
altera as caracteristicas das raizes que consequentemente influenciam a exsudagao
radicular. Isso poderia explicar as diferengas na estrutura da comunidade BPCP
observadas na rizosfera de milho e caupi ao feijdo-fava.

Este resultado esta de acordo com Pérez-Jaramillo, Mendes e Raaijmakers
(2016), que comparou cultivares e variedades crioulas de feijoeiro e encontraram
diferencas na estrutura da comunidade bacteriana. Por outro lado, tanto o milho
como o caupi ndo selecionaram uma comunidade BPCP distinta, sugerindo nenhum
efeito de diferentes espécies de plantas (Leguminosa x Poaceae), como também
observado por Dang et al. (2020) comparando milheto (Poacea) e feijdo mungo

(Leguminosa)

5.2 Analise da ocupacao do nicho

A maior proporg¢ao de especialistas comparando feijao-fava e outras espécies
de plantas indica uma selecédo de grupos PGPR especificos de cada tipo de planta
(cultivares versus crioulas). As bacterias especializadas possuem uma gama estreita
de nichos e maior aptidao quando encontram suas condi¢cbes 6timas, sendo muito
receptivos aperturbacdo ambiental, incluindo alteracbes nas propriedades fisico-
quimicas do solo, como na rizosfera (Monard et al., 2016; Merloti et al., 2022).

Assim, a rizosfera do feijado-fava apresenta um efeito seletivo sobre o PGPR,
0 que confirma os resultados observados na estrutura e composi¢ao da comunidade

PGPR encontrada neste estudo. Em contraste, a rizosfera de milho e caupi
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apresentou PGPR mais generalista, o que sugere que essas espécies vegetais

apresentam mais semelhancas entre si (Lopes et al., 2021).

5.3 Composicao de bactérias promotoras de crescimento na rizosfera

Em geral, os géneros PGPR mais abundantes encontrados na rizosfera séo
promotores de crescimento de plantas bem conhecidos, como Bacillus,
Streptomyces, Paenibacillus, Methylobacterium e Bradyrhizobium, que estao
envolvidos em controle biolégico na rizosfera (Zhou et al., 2021) e fixacdo de N,
(Rilling et al., 2018). No entanto, outros géneros de BPCP foram abundantes, como
Mycobacterium, Solirubrobacter, Hyphomicrobium, Microlunatus e Alicyclobacillus,
que também apresentam capacidade de promover o crescimento vegetal
(Egamberdiyeva, 2007). Por exemplo, Mycobacterium foi eficaz na promog¢ao do
crescimento do milho em solos deficientes em nutrientes (Egamberdiyeva, 2007).

Assim, a maior abundancia relativa de Mycobacterium na rizosfera do milho
pode trazer efeitos positivos sobre crescimento desta espécie vegetal. Por outro
lado, Flavisolibacter foi abundante na rizosfera do caupi, esta bactéria tem sido
relatada como BPCP em plantas leguminosas, sendo encontrado naturalmente em
solos (Xiao et al., 2017). Bacillus e Paenibacillus foram encontrados em maior
quantidade na rizosfera de milho e feijao-fradinho (Peng et al., 2021; Albuquerque et
al., 2022).

Por outro lado, a rizosfera de feijao-fava selecionada exclusivamente e com
alta abundancia relativa de Streptomyces, Solirubrobacter e Methylobacter.
Streptomyces é uma bactéria colonizadora da rizosfera que atua como um agente de
biocontrole produzindo e excretando metabdlitos antifungicos dentro da rizosfera
(Crawford et al., 1993). Por outro lado, Solirubrobacter e Methylobacter nao sao
BPCP bem conhecidos, mas descobriu-se que promovem crescimento (Franke-
Whittle et al., 2015; Krug et al., 2020). No entanto, Streptomyces e Methylobacter
nao foram relatados na rizosfera de feijdo-fava, mas foram encontrados atuando
como PGPR em espécies vegetais do género Phaseolus, como P. vulgaris (Lopez-
Lépez et al., 2010; Horstmann et al., 2020). Isso poderia explicar a presenga de

Streptomyces e Methylobacter na rizosfera do feijao-fava.
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5.4 Analise de rede de interagoes

Em estudo de forma contraria em Rossmann et al. (2020), as cultivares
melhoradas apresentaram maior complexidade que a crioula. Nesse estudo, os
autores compararam variedades crioulas e cultivares da mesma espécie de planta
(trigo), enquanto em nosso estudo comparamos diferentes espécies. Também a
rizosfera do caupi apresentou proporgdo semelhante de intera¢gdes negativas, e
indica que tanto a competicdo quanto os mutualismos entre BPCP estdo em
equilibrio, o que pode sugerir uma espécie vegetal equilibrada.

Embora a proporcao de interagées negativas tem sido maior do que positivo
na rizosfera de milho e feijao de lima, isso n&o significa um efeito negativo no
crescimento da planta. Por exemplo, as interacdes positivas podem ser interpretadas
COMO mecanismos que promover o crescimento da planta, como fixagcdo de
nitrogénio, solubilizagdo de fosfato, ou produgao de sideréforos (Richardson et al.,
2009). Em contraste, interagdes negativas na microbiota podem sugerir possivel

inibicdo de patdgenos por antibiose ou competicao (Lugtenberg; Kamilova, 2009).

5.5 Analise de biomarcadores

O crescimento vegetativo e a promogao de nutrientes a partir de bactérias
associadas a raiz, incluindo Azospirillum, Pseudomonas, Burkholderia e Bacillus,
gue sao habitantes comuns e abundantes do microbioma da rizosfera, foram bem
estudados (Lépez-Carmona et al., 2019; Chen et al., 2021). Em geral, nossos
resultados sugerem uma contribuicdo positiva de toda da cultivares crioulas na
comunidade microbiana da rizosfera nas tres especies. Por outro lado, nossos
resultados também sugerem que a abundancia de Actinobacteria no solo da
rizosfera e também a abundancia especifica da raiz se associam ao conteudo de
nutrientes na parte aérea das tres especies o que benefeciam a diversdiade
microbina na rizofera indica melhora nas propriedades quimicas e microbioldgicas do

solo.
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6 CONCLUSAO

A comparagdo da comunidade BPCPs em diferentes espécies vegetais
abrangendo cultivares (milho e caupi) e (feijdo-fava). No geral os resultados
mostraram que a estrutura das comunidades bacterianas variou entre cultivares e
crioulas, com géneros bacterianos especificos mostrando abundancias diferenciadas
na rizosfera de cada espécie. As cultivares apresentaram maior propor¢cao de
microrganismos especializados e uma maior complexidade da comunidade em
comparagao com o feijao fava. Juntos, os dados demonstraram diferengas na
montagem da rizosfera entre as espécies de plantas, com maiores diferengas entre
cultivares e variedades crioulas. As descobertas deste estudo ampliam a
conhecimento da comunidade BPCP em diferentes espécies vegetais e confirmar o
efeito significativo de variedades crioulas e cultivares sobre as comunidades de

bactérias.
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