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RESUMO

A resisténcia das plantas a patdgenos resulta da interacao entre fatores genéticos e do
microbioma associado. Este estudo teve como objetivo investigar como genotipos resistentes e
suscetiveis de feijdo-fava (Phaseolus lunatus) estruturam as comunidades bacterianas da
rizosfera e da filosfera sob inoculagdo por Colletotrichum truncatum. Utilizando
sequenciamento do gene 16S rRNA, andlises de diversidade, estrutura bacteriana, abundancia
diferencial e redes de co-ocorréncia, foi avaliado o papel dos dois compartimentos microbianos
na resposta a antracnose. A andlise de coordenadas principais (CAP) e a PERMANOVA
mostraram que o genotipo foi o principal fator na estruturagdo das comunidades bacterianas em
ambos o0s compartimentos. Na rizosfera, o gendtipo resistente apresentou reducdo da
diversidade apds inoculacdo, enquanto o suscetivel exibiu aumento, sugerindo instabilidade
microbiana frente ao estresse. A composi¢do taxondmica evidenciou o enriquecimento de
taxons associados ao biocontrole, como Bacillus, Streptomyces, Shinella e Microbacterium,
principalmente no gendtipo resistente inoculado (Rs+Ct). A andlise de géneros exclusivos
mostrou que plantas resistentes recrutaram mais taxons especificos em ambos o0s
compartimentos. As redes de co-ocorréncia revelaram que o genotipo resistente manteve redes
mais coesas € com predominancia de interacdes positivas, sobretudo na filosfera, indicando
maior estabilidade e funcionalidade ecoldgica. Em conjunto, os resultados demonstram que a
resisténcia a antracnose no feijdo-fava depende da integracdo entre genotipo e microbioma, na
qual a rizosfera atua como nucleo estabilizador e a filosfera se reorganiza funcionalmente para

reforgar a defesa.

Palavras-chave: Antracnose, Comunidades bacterianas, Co-ocorréncia microbiana,

Microbioma associado, Resisténcia de plantas.



ABSTRACT

Plant resistance to pathogens results from the interaction between genetic factors and
the associated microbiome. This study aimed to investigate how resistant and susceptible
genotypes of lima bean (Phaseolus lunatus) structure the bacterial communities of the
rhizosphere and phyllosphere under inoculation with Colletotrichum truncatum. Using 16S
rRNA gene sequencing, diversity analyses, bacterial structure, differential abundance, and co-
occurrence networks, the role of the two microbial compartments in response to anthracnose
was evaluated. Co-op ordination (CAP) and PERMANOVA demonstrated that genotype was
the main factor in structuring bacterial communities in both compartments. In the rhizosphere,
the resistant genotype showed reduced diversity after inoculation, while the susceptible
genotype exhibited increased diversity, indicating microbial instability in the face of stress. The
taxonomic composition revealed an enrichment of taxa associated with biocontrol, such as
Bacillus, Streptomyces, Shinella, and Microbacterium, mainly in the inoculated resistant
genotype (Rs+Ct). An analysis of exclusive genera showed that resistant plants recruited more
specific taxa in both compartments. Co-occurrence networks revealed that the resistant
genotype maintained more cohesive networks with a predominance of positive interactions,
especially in the phyllosphere, resulting in greater stability and ecological functionality. Taken
together, the results demonstrate that anthracnose resistance in broad beans depends on the
integration between genotype and microbiome, in which the rhizosphere acts as a stabilizing

core and the phyllosphere functionally reorganizes to strengthen defense.

Keywords: Anthracnose, Bacterial communities, Microbial co-occurrence, Associated

microbiome, Plant resistance.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o potencial genético das plantas tem sido objeto de estudo com o
objetivo de melhorar o desenvolvimento e tolerancia das plantas a estresses bidticos e abidticos
(Pérez-Jaramillo; Mendes; Raaijmakers, 2016; Mendes et al., 2018). Com o desenvolvimento
da agricultura, a implementagdo de plantas resistentes a doengas tem se tornado cada vez mais
frequente no campo. As plantas resistentes podem ativar mecanismos moleculares de defesa
relacionadas a imunidade basal, imunidade mediada por efetores e a sinalizagdo hormonal
(Deng et al., 2020).

O microbioma vegetal pode se moldar de acordo com a necessidade da planta,
favorecendo suas respostas a estresses, como a infec¢do por patdgenos (Liu et al., 2020). As
plantas podem aplicar estratégias para o recrutamento de microrganismos para aumentar sua
capacidade de combater estresses (Li et al., 2022). Essas interagdes com microrganismos
especialistas podem mitigar os efeitos de estresses sofridos pela planta, modulando o seu
microbioma (Liu et al., 2020; Li et al., 2022). As plantas podem enriquecer compartimentos
especificos para criar um habitat microbiano que geralmente se inicia no solo e se estende pelos
tecidos vegetais (Pantigoso; Newberger; Vivanco, 2022). A composi¢ao do microbioma vegetal
pode ser dividida por compartimentos, como a rizosfera (Zhang; Vivanco; Shen, 2017) e
filostera (Koskella, 2020).

O microbioma foliar pode ser influenciado pelo ambiente, condigdes fisiologicas e
aptiddo das plantas, através de mecanismos estocasticos ou deterministicos (Lan et al., 2024).
A filosfera ¢ complexa e variavel, abrigando microrganismos que podem atuar nas respostas de
defesa da planta e alterando a emissdo de compostos organicos volateis que auxiliam na defesa
contra patdégenos (Mendal; Jeon, 2023). De forma similar, na rizosfera também ocorre a
presenca de microrganismos que possuem a capacidade de interpretar sinais que podem ser
produzidos pelas plantas ou por outros microrganismos. Esta acdo pode influenciar na liberagao
de moléculas sinalizadoras que podem estar relacionadas a indu¢ao de imunidade vegetal e a
manuten¢do do microbioma associado a rizosfera (Pantigoso; Newberger; Vivanco, 2022).

Nesse contexto, o feijdo-fava (Phaseolus lunatus), amplamente cultivado em pequenas
propriedades do Nordeste brasileiro, representa uma cultura de grande importancia
socioecondmica e nutricional. Entretanto, ¢ frequentemente associado a incidéncia da
antracnose, doenca causada pelo fungo Colletotrichum truncatum, capaz de comprometer o
desenvolvimento das plantas e reduzir significativamente a produtividade (Gomes;

Nascimento, 2018). A antracnose provoca necrose de tecidos, queda de flores e vagens, além
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de reduzir a qualidade dos graos, afetando diretamente a comercializagdo e a renda de
agricultores familiares (Carmo et al., 2015). A variacdo na resposta entre gendtipos resistentes
e suscetiveis sugere que tanto os mecanismos imunoldgicos quanto as interagdes microbianas
associadas a planta podem desempenhar papel critico na manifestacdo da doenca. Cultivares
com diferentes niveis de resisténcia exibem composi¢des microbianas distintas, apresentam
microbiotas com maior conectividade de rede e abundancia de microrganismos protetores,
corroborando que a microbiota especifica do hospedeiro contribui ativamente para a defesa da
planta (Mina et al., 2020; Yang et al., 2024).

Diante disso, avaliar como gendtipos contrastantes de feijado-fava estruturam seus
microbiomas da rizosfera e filosfera frente a antracnose surge como uma abordagem para
compreender ndo apenas a dindmica de sua rede de interacdo, mas também toda a estrutura e
composi¢do microbiana dos compartimentos e dos gendtipos. Nossa hipotese € que plantas de
feijdo-fava resistentes ou suscetiveis a antracnose moldam de maneira diferenciada seu

microbioma frente a infec¢do por C. truncatum.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar como genotipos contrastantes de feijao-fava estruturam seus microbiomas da

rizosfera e filosfera frente a antracnose.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aspectos gerias do feijao-fava e a relacdo da cultura com antracnose

O feijao-fava (Phaseolus lunatus) pertence a familia Fabaceae, que ¢ composta por 643
géneros e possui cerca de 18.000 espécies no mundo (Oliveira; Torres; Benedito, 2011; Avelino
et al., 2019). De acordo com Motta-Aldana et al. (2010) e Sousa et al. (2020), seu centro de
origem estd na regido andina (Sul do Equador e Noroeste do Peru), com eventos de
domesticacdo, também descritos para o centro-oeste do México. Historicamente, os Estados
Unidos possuem uma alta expressdo na produgdo do feijao-fava, sendo um dos maiores
produtores no cenario mundial (Vieira, 1992; Lopes et al., 2024).

No Brasil, a cultura do feijao-fava ¢ economicamente importante para a regido Nordeste
pois possui um clima favoravel para a produgdo devido as suas caracteristicas climaticas com
altas temperaturas e periodos secos (Sousa et al., 2020). De acordo com o levantamento do
IBGE (2024), o Brasil produziu cerca de 10.502 toneladas de feijao-fava, sendo o estado do
Ceara o maior produtor, seguido dos estados da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.
Em geral, o feijao-fava ¢ cultivado em regides tropicais e subtropicais, apresentando elevado
teor proteico € bom potencial comercial, configurando fonte adicional de renda para pequenos
produtores (Gomes et al., 2022).

Apesar do seu potencial, a cultura do feijdo-fava enfrenta entraves ligados ao manejo
cultural e a fatores fitossanitarios que limitam o desempenho agronomico (Gomes; Nascimento,
2018). Entre as doengas, a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum truncatum (Schw.) ¢
frequentemente citada como uma das principais doengas do feijao-fava, principalmente devido
as condigoes climaticas favoraveis do Nordeste brasileiro, que proporcionam um ambiente ideal
ao desenvolvimento da doenga (Paula Junior; Silva; Vieira, 1995; Mota et al., 2019).

Os sintomas causados pela antracnose podem afetar a planta do estabelecimento até a
fase reprodutiva. As areas contaminadas apresentam lesdes avermelhadas nas nervuras e no
verso abaxial do limbo foliar, resultando na queda de folhas afetadas e necrose nos ramos,
peciolos e caule; nas vagens os sintomas sdo marcados por manchas marrom-escuras e bordas
vermelho-arroxeadas (Beserra Junior; Barguil, 2021). Tais danos podem comprometer a
qualidade das vagens e, em casos severos, levar a perdas expressivas de produgao, dificultando
a comercializag¢do dos graos (Damm et al., 2009; Gomes; Nascimento, 2018).

Considerando que a severidade da antracnose esta diretamente associada a interagdo

entre o patdégeno, o hospedeiro e o ambiente, torna-se cada vez mais importante compreender
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fatores adicionais que modulam essa relagdo. Entre eles, destaca-se o papel do microbioma da
filosfera, cuja estrutura e dinamica podem influenciar tanto a suscetibilidade da planta quanto
sua capacidade de resisténcia (Gao et al., 2021; Flores-Nunez, Stukenbrock, 2024).

Nesse contexto, investigar como a comunidade microbiana foliar interage com
Colletotrichum truncatum é fundamental para o desenvolvimento de estratégias de manejo mais

sustentaveis e inovadoras.

3.2 Dindmica do microbioma foliar

A filosfera corresponde a parte aérea das plantas, onde habita uma comunidade
microbiana diversa composta por organismos epifiticos, que se desenvolvem na superficie, e
endofiticos, que colonizam os tecidos internos (Vorholt, 2012; Zhu et al., 2022). Essas
comunidades microbianas associadas ao hospedeiro desempenham papéis importantes no
crescimento, no desenvolvimento e na adaptag@o a estresses bidticos e abidticos (Pfeilmeier et
al., 2024). Dependendo das circunstancias, entretanto, esta relacdo entre o hospedeiro e sua
microbiota pode levar a desequilibrios, resultando em uma disbiose, ou seja, ocorre um
desequilibrio na microbiota, que geralmente ¢ associada a doengas ¢ alteragdo na composi¢ao
ou fun¢do do microbioma (Petersen; Round, 2014; Levy et al., 2017; Pfeilmeier et al., 2024).

Um aspecto central da dindmica da filosfera ¢ a distingdo entre microrganismos
epifiticos e endofiticos. Os epifiticos vivem expostos na superficie foliar e estdo sujeitos a
grandes variagdes ambientais, resultando em comunidades geralmente mais ricas, mas também
mais instaveis. Ja os endofiticos colonizam o interior dos tecidos, em um ambiente mais
protegido, o que favorece populagdes menos diversas, porém mais estdveis ao longo do tempo
(Remus-Emsermann; Schlechter, 2018). Esses dois compartimentos apresentam interagdes
complementares: enquanto a epiderme funciona como porta de entrada e filtro, os tecidos
internos oferecem nichos mais restritivos, nos quais o hospedeiro exerce maior influéncia
seletiva.

A diversidade do microbioma foliar também varia de acordo com o ambiente. Estudos
mostram que fatores como radiagdo UV, variagdo de temperatura, umidade e deposicao de
particulas atmosféricas moldam a colonizacdo das folhas, favorecendo microrganismos
resistentes a estresse em regides aridas e fungos melanizados em ambientes umidos (Lindow;
Brandl, 2003). Essa plasticidade ambiental explica a grande variacdo encontrada em filosferas

de uma mesma espécie cultivada em diferentes locais ou estagdes.
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Além dessas influéncias ambientais, a estrutura da comunidade também varia conforme
os compartimentos foliares, refletindo as diferencas entre nichos da superficie e do interior das
folhas. Segundo Howe et al. (2023), cada divisdo anatomica da planta abriga interagdes
microbianas distintas. A superficie aérea tende a concentrar taxons transitdrios ou comensais,
provenientes do ambiente, enquanto tecidos internos filtram comunidades mais especificas.
Além disso, estudos recentes demonstram que as plantas podem moldar ativamente sua
microbiota, recrutando microrganismos capazes de reduzir estresses bidticos e abioticos, o que
reforga o carater coevolutivo dessas interacdes (Liu et al., 2020; Li et al., 2022). Esse
recrutamento seletivo tem sido descrito como parte da “teoria da extensdo do fenotipo da
planta”, em que o microbioma funciona como uma segunda camada de defesa e adaptacdo
(Miiller et al., 2016; Hassani; Duran; Hacquard, 2018).

O microbioma foliar pode ser moldado ndo apenas por esses fatores anatdmicos e
fisiologicos, mas também por processos ecologicos distintos, que podem ser estocasticos ou
deterministicos (Lan et al., 2024). Nos processos estocasticos, a estrutura microbiana ¢
influenciada por limitagdes na dispersdo e no movimento migratdrio das populagdes
microbianas (Bahram et al., 2015; Lan et al., 2024). Por outro lado, nos processos
deterministicos, a selecdo ambiental direciona habitats distintos, que podem promover
variacdes na sua aptiddo e variacdo na abundancia das espécies em um ambiente especifico
(Lan et al., 2022; 2024). Em ambos os casos, fatores como composi¢ao genética do hospedeiro,
condi¢des ambientais e presenga de patdgenos podem alterar a trajetdria da comunidade,
promovendo estados de equilibrio ou de disbiose (Trivedi et al., 2020).

Além de interagcdes mutualisticas ou comensais, a microbiota foliar também envolve
relagdes de antagonismo. Nesses contextos, a propria planta exerce papel ativo na regulagdo da
comunidade por meio de seu sistema imune, que conta com receptores capazes de reconhecer
padrdes moleculares conservados (PAMPs) ou proteinas efetoras de patdgenos, ativando
respostas de imunidade mediada por padrdes ou por efetores (Paasch et al., 2023).

Essas interagdes moldam a comunidade microbiana foliar, determinando nichos
ecologicos distintos, que variam entre a defesa da planta e a disponibilizagdo de nutrientes
(Dove et al., 2021). Evidéncias recentes sugerem ainda que moléculas de defesa liberadas pelas
plantas podem ter efeitos amplos sobre a comunidade residente, suprimindo simbiontes
sensiveis e, a0 mesmo tempo, favorecendo taxons adaptados a ambientes estressados (Gao et
al., 2021).

Dessa forma, alteragdes no equilibrio da filosfera, seja por fatores ambientais,

fisiologicos ou pela presenga de patogenos, podem repercutir diretamente na satde da planta, o
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que destaca a importancia de compreender o impacto de infec¢cdes como a antracnose sobre a

comunidade microbiana.

3.3 Dinamica do microbioma rizosférico

O microbioma da rizosfera possui participagdo na ciclagem de nutrientes, mitigagdo a
estresses bidticos e abidticos e protecao contra patdgenos, impactando o desenvolvimento e
saude das plantas (Moretti et al., 2024). Os agucares, acidos organicos e metabolitos
secundarios liberados pelas raizes das plantas podem influenciar o ambiente no solo, atuando
como quimioatraentes, esses sinais quimicos podem facilitar as relacdes mutualisticas ente
planta e microrganismos, que podem ser benéficos (Badri; Vivanco, 2009; Vivers-Peris ef al.,
2020; Wankhade et al., 2025).

A rizosfera ¢ amplamente reconhecida como o principal compartimento de montagem e
selecdo de comunidades microbianas associadas as plantas, sendo responsavel pelo
recrutamento de microrganismos com fungdes diretamente relacionadas a satde vegetal
(Trivedi et al., 2020). Esse processo de montagem comunitaria ¢ altamente seletivo e resulta da
interagdo entre fatores genéticos da planta hospedeira, caracteristicas fisico-quimicas do solo e
histérico de manejo agricola (Yue et al., 2023).

A diversidade e a funcionalidade do microbioma rizosférico estdo intimamente
associadas ao desempenho agrondmico das culturas. Anélises metagendmicas conduzidas em
diferentes agroecossistemas demonstram que variagdes na composi¢cao microbiana da rizosfera
estdo correlacionadas a produtividade e a eficiéncia no uso de nutrientes, especialmente em
culturas de importancia econdomica (Ren et al., 2025). Esses microrganismos atuam por meio
de multiplos mecanismos, incluindo a modula¢do do ciclo do nitrogénio e a produgdo de
metabolitos bioativos (Chi ef al., 2025).

O desenvolvimento da planta ao longo de seu ciclo de vida também exerce influéncia
significativa sobre a estrutura do microbioma rizosférico. Diferentes estagios fenologicos estao
associados a mudangas na composi¢cdo e na funcionalidade das comunidades microbianas,
refletindo variagdes nos padrdes de exsudacdo radicular e nas demandas fisiologicas da planta
hospedeira (Ping et al., 2025). Ha alteracdes que podem refletir em adaptacdes das comunidades
microbianas as novas demandas fisioldgicas das plantas cultivadas, evidenciando a coevolugao
entre plantas e microrganismos no ambiente rizosférico (Yue et al., 2023).

A interacdo entre metabolitos derivados das plantas e a microbiota rizosférica ¢

considerada um dos principais fatores responsaveis pela estabilidade e resiliéncia dessas
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comunidades. Compostos liberados pelas raizes ndo apenas influenciam a montagem inicial do
microbioma, mas também contribuem para sua reorganizagdo frente a estresses ambientais,
favorecendo a persisténcia de microrganismos funcionalmente relevantes (Kazarina et al.,
2025).

O estudo de Crusciol et al., (2024) demonstra que consorcios bacterianos bem
estruturados sdo capazes de modular fungdes fisiologicas das plantas e promover incrementos
significativos de produtividade agricola. A compreensao dos mecanismos que regulam a
montagem e a funcionalidade dessas comunidades microbianas ¢ fundamental para o

desenvolvimento de estratégias agricolas mais resilientes e sustentaveis (Santoyo et al., 2025).

3.4 Impacto do patégeno sobre a comunidade microbiana

Os avangos em metodologias de sequenciamento de nova geragdo tém possibilitado o
estudo mais detalhado das interagdes entre planta, microbioma e patégeno. Abordagens como
metagendmica, metatranscriptomica e Dual RNA-seq permitem analisar, de forma simultanea,
tanto a estrutura e funcdo das comunidades microbianas quanto a expressdo génica do
hospedeiro e do patdégeno (Westermann et al., 2012; Wolf et al., 2018; Aguiar-Pulido et al.,
2016). Essas ferramentas superaram limitagdes de métodos convencionais € abriram caminho
para compreender como as infecgdes remodelam o microbioma associado as plantas,
fornecendo uma base sélida para investigar o impacto de patégenos como Colletotrichum spp.
nas comunidades microbianas.

As plantas sao capazes de identificar patdgenos e microrganismos benéficos através de
receptores de reconhecimento de padrdes, mecanismo que possibilita a planta identificar as
caracteristicas moleculares microbianas (Zhou; Zhang, 2020; Andargie et al., 2023). Essas
respostas modulam o recrutamento de microrganismos pela planta e a montagem da
comunidade associada, semeando interagdes que sustentam desempenho e tolerancia a estresses
(Srivastava et al., 2022).

Por outro lado, microrganismos patogénicos podem alterar os fenotipos das plantas ao
causar danos nos tecidos e induzir respostas de defesa. Essas mudangas afetam a imunidade e
a colonizagdo por outros organismos. Assim, o patoégeno influencia diretamente na interagdo e
no desenvolvimento da microbiota associada ao hospedeiro (Dastogeer; Yasuda; Okazaki,
2022). O equilibrio da comunidade microbiana ¢ fundamental para a saude da planta, uma vez
que a perda de diversidade ou alteragdes na estrutura do microbioma podem aumentar a

suscetibilidade a doencas (Berendsen; Pieterse; Bakker, 2012).
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Diversos estudos indicam que a colonizagdo patogé€nica altera a composicdo e a
abundancia relativa de microrganismos residentes da microbiota, influenciando ndo apenas no
tecido infectado, mas também na rizosfera e outras partes da planta (Trivedi et al., 2020; Gao
et al., 2021). Evidéncias em diferentes culturas mostram padrdes semelhantes: em feijao-
comum, Fusarium oxysporum impactou fortemente a diversidade funcional da rizosfera, mas
também promoveu o enriquecimento de Pseudomonas e Bacillus com fungdes antifungicas em
genotipos resistentes (Mendes et al., 2023). Em soja, a infeccdo por Phytophthora sojae e
Septoria glycines nao reduziu a riqueza total, mas alterou de forma expressiva a composi¢ao de
fungos da filosfera (Diaz-Cruz; Cassone, 2022).

Esse processo resulta da competicdo direta do patdgeno por nichos e nutrientes, mas
também da ativagdo de respostas de defesa da planta que liberam compostos antimicrobianos
de amplo espectro. Tais defesas, embora essenciais contra o patdogeno, podem suprimir
microrganismos mutualistas sensiveis, como rizobios e fungos micorrizicos, prejudicando a
nutricdo e a resiliéncia vegetal. Em feijao-comum (Phaseolus vulgaris), a infec¢do foliar
por Colletotrichum gloeosporioides reduziu significativamente a nodulagdo rizobianae a
colonizagao micorrizica, provavelmente em fun¢do da ativagao de polifenol oxidase e de outros
mecanismos de defesa sistémica (Ballhorn; Younginger; Kautz, 2014; Ochieno et al., 2021).
Resultados analogos foram observados em citros infectados por Phytophthora nicotianae, nos
quais houve queda de Trichoderma e Bacillus ¢ aumento de oportunistas como Fusarium e
Pyhium (Handique et al, 2024). J4& em morangueiro, a antracnose causada
por Colletotrichum spp. aumentou a diversidade global da rizosfera, mas reduziu taxons
benéficos como Streptomyces e Trichoderma, favorecendo a emergéncia de outros patdgenos
(Suetal., 2022).

Embora a infec¢do frequentemente resulte em disbiose, também pode ocorrer o
recrutamento adaptativo de microrganismos benéficos. Como na cultura do sorgo, a infecgdo
por Colletotrichum sublineola elevou a complexidade das redes microbianas e favoreceu o
recrutamento de antagonistas em multiplos nichos (Chen et al., 2024).

Outros exemplos reforcam essa remodelagem: em tomate, a murcha
de Fusarium oxysporum mostrou-se negativamente correlacionada a diversidade da rizosfera,
mas consorcios microbianos “cross-kingdom™ (bactérias + fungos) foram capazes de restaurar
a supressao da doenga, evidenciando o potencial de comunidades sintéticas para manejo
biolégico (Zhou et al., 2022). J4 em alamo infectado por Colletotrichum gloeosporioides,
observou-se que a infecc¢do alterou de forma mais intensa a comunidade fungica foliar, e que

metabolitos secundarios da planta, como cumarinas e flavonoides, correlacionaram-se com o
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recrutamento de microrganismos benéficos, sugerindo que o gendtipo pode modular
0 microbioma através do perfil quimico foliar (Gao et al., 2021).

Esses achados sustentam o conceito de pathobiome, no qual a doenga ndo resulta apenas
da acdo isolada do patdégeno, mas da reconfiguragao da comunidade como um todo (Vayssier-
Taussat et al., 2014). Assim, o resultado da infeccdo depende tanto da agressividade do
patégeno quanto da resposta coletiva do microbioma, que pode atenuar ou intensificar os
sintomas. Nesse contexto, o microbioma deve ser entendido como um sistema altamente
dinamico, moldado por multiplos fatores bidticos e abioticos (Flores-Nunez; Stukenbrock,
2024). Compreender esses padroes ecologicos fundamentais € crucial para melhorar a satde
das plantas (Gao et al., 2021) e, sobretudo, para explicar por que diferentes genotipos podem
apresentar niveis distintos de resisténcia ou suscetibilidade. Estudos demostram que a infecgao
por patogenos pode provocar tanto a disbiose quanto favorecer o recrutamento adaptativo de
microrganismos benéficos, dependendo do hospedeiro, patégeno e nicho ecoldgico envolvido

conforme na Tabela 1.

3.5 Diferencas entre gendtipos resistentes e suscetiveis

A resisténcia de plantas a doencas € um dos pilares fundamentais para a seguranca
alimentar e sustentabilidade. Doencas causadas por diferentes microrganismos podem diminuir
a produtividade agricola quando o sistema imunoldgico das plantas responde tardiamente;
contudo, a resisténcia vegetal ¢ resultado ndo apenas da inducdo de genes de defesa, mas
também da inativacdo dos genes de suscetibilidade (S), que geralmente favorecem a infecgao
por patdgenos (Gorshkov; Tsers, 2022). Segundo Zhao et al. (2022), os avangos na
compreensdo dos mecanismos moleculares das interagdes planta-patdgeno, aliados ao
progresso da biotecnologia, tém proporcionado uma base tedrica e tecnoldgica sélida para o

desenvolvimento de cultivares geneticamente melhoradas com maior resisténcia a doencas.
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Tabela 1 - Efeitos de patdgenos vegetais sobre a composi¢ao e a fun¢ao da comunidade microbiana associada a diferentes culturas, avaliados por diferentes
técnicas de sequenciamento

Cultura / Espécie Patogeno Técnica(s) empregada(s) Principais efeitos no microbioma Referéncia
Colletotrichum Alteracéo mais forte da comunidade fingica foliar;
Alamo (Populus spp.) loeosporivides Metagenomica + metabolomica correlacio entre metabdlitos secundarios e recrutamento de Gao et al. (2021)
g P microrganismos benéficos
Macnavorthe orvzae Infecgdo reduziu fungos endofiticos e aumentou
Arroz (Oryza sativa) & (f)l)msone)ry 16S rRNA, ITS + metabolomica diversidade bacteriana; resisténcia genética (Piz-f) moldou Tian et al. (2021)
metabolitos radiculares e montagem microbiana.

Citros (Citrus reticulata)

Phytophthora nicotianae
(gomose)

Rizosfera sadia rica em Trichoderma, Pseudomonas e
16S rRNA e ITS (amplicon) Bacillus; infecgdo reduziu diversidade benéfica e
aumentou oportunistas (Fusarium, Pythium).

Handique et al. (2024)

Enriquecimento de bactérias epifiticas antagonistas

Citros (Citrus spp.) Diaporthe citri Metagenomica (16S/ITS) (sideréforos, antiftingicos) Zhou e Zhang (2020)
Feijdo-comum (Phaseolus Colletotrichum RNA-seq / analises de Reducdo da nodulagdo rizobiana e da colonizagao Ballhorn; Younginger; Kautz,
vulgaris) gloeosporioides colonizagdo micorrizica; ativagdo de enzimas de defesa sistémica (2014) e Ochieno et al. (2021)

Feijao-comum (Phaseolus
vulgaris)

Fusarium oxysporum

Infecgdo alterou diversidade taxonémica e funcional da
microbiota radicular; enriquecimento de Pseudomonas e
Bacillus com fungdes antifingicas em plantas resistentes.

16S rRNA, metagendmica
shotgun, metatranscriptdmica

Mendes et al. (2023)

Morangueiro (Fragaria %
ananassa)

Colletotrichum spp.

Metagendomica / Aumento da diversidade global na rizosfera infectada, mas
metatranscriptomica reducdo de microrganismos probioticos protetores

Trivedi et al. (2020)

Morangueiro (Fragaria %

Colletotrichum spp.

Maior diversidade em solos infectados, porém redugio de
16S rRNA ¢ ITS (Illumina)  benéficos (Streptomyces, Bacillus, Trichoderma); aumento

Su et al. (2022)

ananassa) (antracnose) de patdgenos oportunistas (Fusarium).
Phviophthora soiae Nao houve queda de riqueza, mas composicao da
Soja (Glycine max) Viopi! vae, 16S rRNA e ITS (amplicon) comunidade mudou drasticamente; maior efeito sobre Diaz-Cruz e Cassone (2022)
Septoria glycines
fungos da filosfera.
. N ~ . . -
Sorgo (Sorghum bicolor) Colletqtrzchum 16S rRNA, ITS redes Infecgdo aumentou a complex1'dade da'rede microbiana; Chen et al. (2024)
sublineola microbianas recrutamento de microrganismos

Tomate (Solanum
lycopersicum)

Fusarium oxysporum
(murcha)

Diversidade microbiana correlacionada negativamente
Metagendmica, SynComs  com severidade da doenca; consércios microbianos “cross-
(comunidades sintéticas) kingdom” (bactérias+fungos) suprimiram a murcha de
Fusario.

Zhou et al. (2022)
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De acordo com Kou e Wang (2010), a resisténcia das plantas a doengas pode ser dividida
em dois tipos: resisténcia qualitativa, controlada por um unico gene de resisténcia (R), e
resisténcia quantitativa, determinada por multiplos genes ou loci de caracteristicas quantitativas
(QTLs), cada um contribuindo parcialmente para o aumento da resisténcia. A resisténcia
qualitativa das plantas estd relacionada a ativagdo de mecanismos moleculares de defesa que
compdem o sistema imunologico inato, que atua em dois niveis principais: a imunidade
desencadeada por padrdes moleculares associados a patdégenos (PTI) e a imunidade
desencadeada por efetores (ETI) (Kou; Wang, 2010; Zhang; Wang, 2013). A PTI esta
relacionada ao reconhecimento de moléculas proprias e ndo proprias, enquanto a ETI ocorre
pela percep¢dao de padrdes moleculares de patogenicidade (Vance; Isberg; Portnoy, 2009;
Monaghan; Zipfel, 2012).

Nishad et al. (2020) relatam que as plantas também possuem uma estratégia de
resisténcia nao hospedeira que impede a colonizagdo inicial pela maioria dos microrganismos,
com base em barreiras fisicas como cuticula cerosa, parede celular espessa e em metabolitos
secundarios com acdo antimicrobiana. Melotto, Underwood e He (2008), Sawinski et al.
(2013) e Bigeard, Colcombet e Hirt (2015) citam que dentre as estratégias de resisténcia
também ocorre o fechamento estomatico que ap6s o reconhecimento de infec¢io por patdégenos
as plantas sdo capazes de induzir o seu fechamento para inibir a entrada de microrganismos

fitopatogénicos.

3.6 Aplicacoes praticas e alternativas ao controle quimico

A antracnose, causada principalmente por espécies do género Colletotrichum, ocasiona
uma das doengas mais devastadoras em diversas culturas agricolas, comprometendo desde a
producdo até a qualidade pos-colheita (Lopez-Moral et al., 2020). Tradicionalmente, o controle
da antracnose tem se baseado no uso de fungicidas quimicos; no entanto, preocupagdes
ambientais, desenvolvimento de resisténcia e demanda por produtos mais sustentaveis tém
impulsionado a busca por estratégias alternativas de manejo (Aljawasim; Samtani; Rahman,
2023; Tyagi et al., 2024).

Dentre as alternativas destacam-se o uso de agentes de biocontrole, especialmente
fungos do género Trichoderma e bactérias como Bacillus spp. e Streptomyces spp., que
apresentam multiplos mecanismos de acdo, incluindo competicdo, antibiose, inducdo de
resisténcia e parasitismo direto (Yao et al., 2023; Chen et al., 2024; Nguyen et al., 2024).

Ensaios recentes com isolados nativos de Bacillus demonstraram elevada eficacia contra
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Colletotrichum em culturas perenes, sugerindo potencial para formula¢do de biofungicidas
adaptados as condi¢des locais (Chen et al., 2024). De forma semelhante, Trichoderma tem se
consolidado como uma alternativa amplamente estudada para o controle de doencas fungicas,
incluindo a antracnose pos-colheita (Li et al., 2025).

Além dos agentes microbianos, extratos vegetais € compostos naturais t€ém sido
investigados com sucesso como fontes de moléculas antifingicas. Estudos recentes relatam a
capacidade de extratos botanicos de inibir crescimento micelial e esporulagdo de
Colletotrichum, indicando caminhos promissores para reduzir o uso de fungicidas sintéticos
(Fei et al., 2023; Kushaha et al., 2024; Jia et al., 2024). O manejo integrado também se
apresenta como uma abordagem fundamental, combinando praticas culturais, uso de sementes
sadias e selecdo de genoétipos resistentes. Em leguminosas como o feijdo-fava, ja foram
identificados acessos com diferentes niveis de resisténcia a Colletotrichum truncatum,
reforcando a importancia da variabilidade genética como recurso para o manejo sustentavel da
antracnose (Gomes et al., 2022).

O papel do microbioma foliar também tem emergido como uma linha promissora no
manejo de doengas, com estudos mostrando que a estrutura e a atividade funcional das
comunidades microbianas da filosfera podem contribuir para a supressao natural de patdégenos
(L1 et al., 2022). Estratégias de manipulacdo do microbioma, seja via inoculagdo de
comunidades sintéticas (SynComs) ou via selecdo indireta de genotipos que favorecam
comunidades protetoras, sdo atualmente consideradas fronteiras de pesquisa no controle
bioldgico de antracnose (Haq et al., 2024).

Portanto, o conjunto de alternativas ao controle quimico da antracnose engloba desde
medidas preventivas, como o uso de sementes livres de patdogenos e praticas culturais, até a
aplicacdo de agentes de biocontrole, extratos botanicos, tratamentos fisicos e integracdo com
cultivares resistentes. Tais estratégias, quando combinadas, oferecem caminhos promissores
para um manejo mais sustentavel, reduzindo riscos ambientais e aumentando a resiliéncia dos
sistemas agricolas (Aljawasim; Samtani; Rahman, 2023; Tyagi et al., 2024; Worku; Alemu;

Tsedaley, 2025).

3.7 Lacunas atuais e futuras direcdes de pesquisa

Embora a resisténcia genética tenha sido amplamente estudada, ¢ possivel observar uma

lacuna significativa no entendimento do papel das comunidades bacterianas associadas as

plantas na mitigacao dessa doenga. De modo geral, a resisténcia vegetal a patdgenos resulta da
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interagcdo entre fatores genéticos do hospedeiro, respostas fisiologicas e o microbioma
rizosférico e endofitico que atua como modulador da imunidade vegetal. No entanto, como
destaca Brito et al. (2025) o processo de melhoramento genético em Phaseolus lunatus altera
significativamente a estrutura das comunidades de rizobactérias promotoras de crescimento,
embora ainda ndo se conheca se essas alteragdes contribuem diretamente para o aumento da
resisténcia contra C. truncatum.

A maioria dos trabalhos sobre feijao-fava se concentra na resisténcia fenotipica e
morfoagrondmica sem incluir analises microbiologicas. Em Gomes et al. (2022) observa-se a
caracterizacdo da resisténcia de acessos de P. lunatus a antracnose, mas nao ha avaliagdo do
microbioma associado ou do potencial de comunidades bacterianas em modular essa
resisténcia. Essa auséncia de integracdo entre fisiologia, genética e microbiologia dificulta a
compreensdo de como as interagdes planta-bactéria influenciam a resposta imune.

O conhecimento sobre o papel das bactérias endofiticas e rizosféricas protetoras ainda
se limita a experimentos sob condi¢des controladas. Os estudos geralmente utilizam ensaios in
vitro, o que nao reflete a complexidade do ambiente de campo. Essa limitagdo € evidenciada no
trabalho de Farias, Cruz e Duarte (2020), que demonstram o potencial de fungos antagonistas,
mas nao considera a a¢do de comunidades bacterianas nativas do solo. Portanto, a falta de
estudos de campo que avaliem o desempenho de comunidades bacterianas sob condi¢des
ambientais diversas constitui outra lacuna importante.

Outro ponto critico refere-se a integragdo entre resisténcia genética e microbioma
associado. No estudo de Brito ef al. (2022) mostra que ha uma variagdo significativa na
resisténcia entre genotipos, mas a influéncia das comunidades microbianas sobre essa variagao
ainda ndo foi investigada. Essa interagdo gendtipo € microbioma poderia explicar parte das
diferencas de suscetibilidade observadas, uma vez que o recrutamento de bactérias benéficas ¢
parcialmente determinado pelo gendtipo do hospedeiro.

Além disso, aspectos relacionados a transmissao de C. truncatum via sementes € seu
impacto no microbioma endofitico permanecem pouco explorados. A pesquisa realizada por
Gomes et al. (2023) avalia diferentes métodos de inoculagdo e tempo de exposi¢do, mas nao
aborda as consequéncias dessa infec¢do sobre as comunidades bacterianas associadas as
sementes. Esse tipo de investigacao seria essencial para compreender como a microbiota pode
influenciar a infecgao inicial e a persisténcia do patdgeno no ciclo de cultivo.

Diante dessas lacunas, as perspectivas futuras concentram-se na necessidade de
abordagens integrativas que combinem técnicas de metagenOmica, transcriptomica e analises

funcionais para identificar e caracterizar bactérias protetoras capazes de suprimir C. truncatum.
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Além disso, estudos que integrem a variabilidade genética dos hospedeiros com a composi¢ao
e funcdo do microbioma poderdo oferecer novas ferramentas para programas de melhoramento
genético que visem resisténcia mediada por microbiota. Outra via importante ¢ a integragao
entre a agao de bactérias promotoras e os mecanismos fisiologicos de defesa vegetal, como a
ativacdo de enzimas antioxidantes e de vias de sinalizacdo associadas a imunidade sistémica,
que representa um campo emergente € promissor para a formulagdo de estratégias sustentaveis

de controle biologico da antracnose em leguminosas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental e ensaio de inoculacio

O experimento foi conduzido no Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-
Actcar (PMGCA/RIDESA), do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Piaui
(UFPI), em Teresina, Piaui, Brasil (05°05'21" S, 42°48'07" W). De acordo com a classificagdo
de Koppen, o clima da regido ¢ tropical do tipo Aw, caracterizado por uma estagdo seca no
inverno.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2
(2 gendtipos de feijao-fava e dois tratamentos de inoculagdo com C. truncatum). Assim, foram
constituidos quatro tratamentos: plantas resistentes ndo inoculadas (Rs), plantas resistentes
inoculadas com C. truncatum (Rs+Ct), plantas suscetiveis ndo inoculadas (Sc) e plantas
suscetiveis inoculadas com C. truncatum (Sc+Ct) e 5 repeti¢des por tratamento.

Plantas de feijao-fava foram cultivadas sob condi¢des controladas de casa de vegetacao
e agrupadas conforme sua resposta genética ao fungo Colletotrichum truncatum (Ct). As
sementes foram obtidas no Banco Ativo de Germoplasma de Feijdo-fava da UFPI, sendo
utilizadas 30 sementes do acesso resistente UFPI 251 (Cavalcante ef al., 2012) e 30 sementes
do acesso suscetivel UFPI 862 (Brito et al., 2025).

As sementes foram germinadas em areia lavada por 15 dias e posteriormente,
transplantadas para vasos de polietileno com capacidade de 8 L, contendo 5 kg de uma mistura
solo—substrato (2:1, v/v). O solo foi coletado na camada de 0-20 cm e classificado como
Neossolo de textura arenosa (83,3% de areia, 9,7% de argila e 7,0% de silte). Suas propriedades
quimicas foram: pH (H20) 5,4; matéria organica 30,6 g kg™'; P 10,7 mg dm™3; K 0,06 cmol.
dm™; e saturacdo por bases (V) de 60,4%. O substrato apresentou pH (H20) 5,4; P 68,2 mg
dm™; e K 1,28 cmol. dm™. Posteriormente foi realizada a adubagdo quimica antes do plantio,
diretamente no solo, correspondente a 20-80-20 kg ha™ de N, P-0s e K:O, respectivamente,
seguindo a recomendacdo para a cultura do feijdo-fava (Vieira; Vieira; Andrade, 1992).

O indculo fangico foi preparado utilizando o isolado CT4 de Colletotrichum truncatum,
obtido no Laboratorio de Fitopatologia do Departamento de Fitotecnia da UFPI, seguindo o
protocolo descrito por Brito et al. (2022). O isolado foi cultivado em meio FDA (feijao-
dextrose-agar) a 28 + 1 °C, sob fotoperiodo de 12 h, por 15 dias. Os conidios foram coletados
com alca de platina estéril, filtrados em dupla camada de gaze esterilizada, e a suspensao foi

ajustada para a concentragdo de 1 x 10° esporos mL™".
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Aos 52 dias ap6s o transplantio, quando as plantas estavam completamente
estabelecidas, realizou-se a inoculagdo em casa de vegetacdo. A suspensdo conidial foi
pulverizada uniformemente em ambas as faces das folhas, até o ponto de escorrimento,
utilizando um atomizador manual. Imediatamente apds a inoculagdo, as plantas foram cobertas
com sacos plasticos por 48 h, a fim de manter alta umidade e favorecer a penetragdo do fungo,
conforme descrito por Brito ef al. (2025). Ap6s a remogao dos sacos, a temperatura da casa de
vegetacdo foi mantida a 25 + 2 °C e umidade relativa proxima de 70%, com irrigacdes diarias
para manter a capacidade de campo do solo. A temperatura ¢ a umidade foram monitoradas
continuamente por sensores automaticos, com registros a cada 15 minutos. O ambiente da casa
de vegetacdo era controlado por um sistema automatizado de climatizagdo, calibrado

periodicamente.

4.2 Amostragem da rizosfera e da filosfera

As amostras dos compartimentos rizosfera e filosfera foram coletadas cinco dias apds a
inoculagdo (5 DAI), correspondendo a fase ativa de infec¢ao, quando os sintomas de antracnose
eram visiveis nas plantas suscetiveis e as respostas de defesa estavam sendo ativamente
induzidas nos genotipos resistentes.

As amostras de solo rizosférico e de folhas foram coletadas de cada planta sob condi¢des
assépticas, utilizando luvas e instrumentos estéreis. Todas as amostras foram imediatamente
acondicionadas em tubos estéreis, transportadas em gelo e armazenadas a —80 °C até a extragao
do DNA.

Para a rizosfera, as raizes foram agitadas para remover o solo solto, e o solo firmemente
aderido as raizes considerado solo rizosférico, foi coletado com o auxilio de uma espatula estéril
(aproximadamente 0,5 g por planta). As amostras de rizosfera foram armazenadas a —80 °C até
0 processamento posterior.

Para a filosfera, foram coletadas aproximadamente seis a oito folhas totalmente
expandidas por planta. Para o isolamento dos microrganismos endofiticos, as folhas foram
inicialmente lavadas em tampao fosfato salino estéril (PBS, 0,01 M; 4 °C), submetidas a
sonicacao por 15 min e agitadas por 1h a 200 rpm e 20 °C para remoc¢ao dos microrganismos
epifiticos. Em seguida, as folhas lavadas foram esterilizadas superficialmente por imersdo em
etanol a 75% por 1 min, em hipoclorito de sodio a 1% por 3 min e novamente em etanol a 75%

por 30 s, sendo posteriormente enxaguadas trés vezes com agua destilada estéril.
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A eficiéncia da esterilizacdo superficial foi confirmada por meio do plaqueamento de
aliquotas da ultima agua de enxague em meio nutriente-agar. As folhas esterilizadas foram
imediatamente maceradas em nitrogénio liquido, ¢ o material homogeneizado foi armazenado
a—80 °C até a extracao do DNA.

Esse procedimento para o isolamento de microrganismos endofiticos foi adaptado de Li
et al. (2022) e otimizado para folhas de feijao-fava. No total, foram preparados quatro tipos de
amostras, representando os gendtipos resistente e suscetivel de feijdo-fava, cada um sob

condicdes inoculadas e nao inoculadas com Colletotrichum truncatum.

4.3 Extracio de DNA e sequenciamento de amplicons

A extracdo de DNA das amostras da rizosfera e da filosfera endofitica foi realizada
utilizando o kit DNeasy PowerSoil® (QIAGEN, Alemanha), seguindo as instrugdes do
fabricante. Todos os procedimentos foram conduzidos em bancada estéril ¢ com materiais
previamente esterilizados, a fim de evitar contaminacdes. A integridade e a concentracdo do
DNA foram verificadas por eletroforese em gel de agarose e por espectrofotometria (NanoDrop,
Thermo Scientific).

Para a amplificacdo do gene 16S rRNA, diferentes regides foram selecionadas conforme
o tipo de amostra: a regido V57 foi amplificada para a comunidade endofitica da filosfera
utilizando os primers 799F e 1193R, enquanto a regido V4 foi amplificada para a comunidade
da rizosfera utilizando os primers 515F e 806R, ambos com cddigos de barras duplos (dual-
index) para diferenciagdo das amostras. Os amplicons foram preparados para o sequenciamento
utilizando o Novogene NGS DNA Library Prep Set, € o sequenciamento foi realizado pela
empresa Novogene Co. Ltd., na plataforma Illumina NovaSeq.

As leituras brutas obtidas do sequenciamento foram processadas utilizando os softwares
USEARCH v10 e QIIME2. As sequéncias dos primers e as bases de baixa qualidade foram
removidas, e as leituras pareadas (paired-end reads) foram unidas no USEARCH. O controle
de qualidade foi aplicado considerando um erro esperado maximo de 1,0. As variantes de
sequéncia de amplicons (ASVs) foram inferidas com 100% de identidade de sequéncia
utilizando o algoritmo UNOISE3, implementado no USEARCH. Sequéncias tUnicas
(singletons), duplas (doubletons) e ndo bacterianas incluindo aquelas atribuidas a mitocondrias,
cloroplastos ou eucariotos foram removidas antes das andlises subsequentes.

As sequéncias representativas das ASVs foram importadas para o QIIME2 para

classificagdo taxondmica, utilizando o banco de dados SILVA de genes ribossomais (versao
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13.8; Quast et al., 2013) com o plugin feature-classifier. A tabela resultante no formato BIOM
foi utilizada para as analises estatisticas ¢ de composi¢do das comunidades. Todas as etapas
seguiram os parametros padrao empregados em estudos de metabarcoding do gene 16S rRNA

bacteriano.

4.4 Analise dos dados

Todas as analises bioinformaticas e estatisticas foram realizadas no software R (R Core
Team, 2025), utilizando os pacotes phyloseq (McMurdie; Holmes, 2013) e vegan (Dixon,
2003), tanto para o compartimento da rizosfera quanto para o da filosfera. Foram avaliadas a
abundancia microbiana, a diversidade e a estrutura da comunidade nos genotipos de feijdo-fava
resistentes e suscetiveis, inoculados ou nao com Colletotrichum truncatum. As tabelas de
atributos (feature tables) foram rarefeitas a profundidade minima de sequenciamento antes das
analises de diversidade e composi¢ao.

Os indices de diversidade alfa (riqueza observada e indice de Shannon) foram
calculados a partir dos dados rarefeitos, com o objetivo de avaliar a diversidade dentro das
amostras. As diferengas entre os tratamentos foram testadas por analise de variancia unifatorial
(ANOVA) seguida do teste de Tukey (Apéndice 1). As abundancias relativas no nivel de filo
foram calculadas e visualizadas por meio de graficos de barras empilhadas. Os 30 géneros
bacterianos mais abundantes foram agrupados hierarquicamente com base em distancias
euclidianas, e os mapas de calor (heatmaps) foram gerados utilizando o pacote pheatmap
(Kolde, 2019), a fim de ilustrar as variagdes nos tdxons dominantes entre os compartimentos.

A abundancia diferencial foi determinada pelo método LEfSe (Linear Discriminant
Analysis Effect Size) (Segata et al., 2011), implementado no pacote microbiomeMarker (Cao et
al., 2022). A significancia estatistica foi avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis (o = 0,05),
seguido de testes pareados de soma de postos de Wilcoxon (a = 0,05). Os tdxons com escore
LDA superior a 2,0 foram considerados biomarcadores discriminantes. As abundancias
relativas (média + desvio padrdo) dos gé€neros bacterianos mais representativos, incluindo
aqueles identificados pelo LEfSe, foram visualizadas em graficos de barras. Os géneros
bacterianos compartilhados e exclusivos entre tratamentos foram identificados a partir de
matrizes de presenga e auséncia, € suas intersecoes foram representadas por meio de graficos
UpSet.

A diversidade beta foi avaliada para comparar a composi¢cdo das comunidades

bacterianas entre os tratamentos. As matrizes de dissimilaridade de Bray—Curtis foram geradas
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a partir dos dados de abundancia normalizados, e a analise de coordenadas principais restrita-
CAP foi realizada utilizando a fun¢o capscale do pacote vegan, via a fun¢do ordinate do pacote
phyloseq. A estrutura das comunidades, restrita pelos tratamentos, foi visualizada, e as
diferencas entre grupos foram testadas por analise de varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA) com 9.999 permutagdes, conforme Anderson (2001). Testes PERMANOVA
pareados foram aplicados para identificar diferengas entre grupos especificos (Apéndice 2).
As redes de co-ocorréncia microbiana foram construidas para examinar a complexidade
das interagdes bacterianas dentro de cada tratamento. As 500 ASVs mais abundantes,
representando mais de 98% do total de sequéncias, foram mantidas para a construcao das redes.
As correlagdes foram calculadas utilizando o coeficiente de correlagdo de Spearman (Friedman;
Alm, 2012), com 99 permutagdes aleatorias para estimar os valores de P. Apenas correlagdes
fortes (r > 0,7) e significativas (P < 0,01) foram mantidas. Nas redes resultantes, os nos
representaram ASVs e as arestas corresponderam a correlagdes positivas ou negativas
significativas. As propriedades topologicas, incluindo nimero de nos e arestas, modularidade,
nimero de comunidades, didmetro da rede, comprimento médio do caminho, grau médio e
coeficiente de aglomeragao (clustering coefficient), foram calculadas para descrever a estrutura
da rede (Apéndice 3). Os taxons-chave (keystone taxa) foram identificados com base no grau
de conexdo (degree) e na centralidade de intermediacdo (betweenness centrality). A
visualizacdo das redes e as andlises topologicas foram realizadas no software Gephi (Bastian;

Heymann; Jacomy, 2009).
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5 RESULTADOS

5.1 Estrutura bacteriana

A andlise de coordenadas principais (CAP) mostrou uma separagdo entre os genotipos
resistente e suscetivel na rizosfera (A) e filosfera (B), formando agrupamentos distintos (Figura
1). Esta separagao foi confirmada pela andlise PERMANOVA tanto para rizosfera (P=0,002)
quanto para filosfera (P=0,0001) (Apéndice 2).
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Figura 1 - Anélise de Coordenadas Principais (CAP) baseada na distancia de Bray—Curtis
mostrando a estrutura das comunidades bacterianas da rizosfera e da filosfera de
dois genoétipos de feijdo-fava (resistente e suscetivel) sob inoculagdo ou ndo com
Colletotrichum truncatum. As elipses de confianca (90%) representam grupos
consistentemente agrupados. Diferengas significativas entre os tratamentos foram
confirmadas pela PERMANOVA (p = 0,005).

5.2 indice de diversidade de Shannon

A analise da diversidade bacteriana mostrou que na rizosfera houve uma diferenga
significativa (F= 4,14) (p<0.05) entre os tratamentos, mostrando que o genotipo resistente
inoculado com C. truncatum (Rs+Ct) apresentou uma menor diversidade em relagdo ao
suscetivel inoculado (Sc+Ct) (Figura 2). Por outro lado, a riqueza de ASVs ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos (p>0.05). Na filosfera, tanto o indice de Shannon quanto

ariqueza de ASVs nao apresentaram diferencas estatisticas (p > 0.05).
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Figura 2 - Indices de diversidade alfa (indice de Shannon) das comunidades bacterianas da
rizosfera (A) e filosfera (B) de gendtipos resistente e suscetivel de feijao-fava
(Phaseolus lunatus) inoculados ou ndo com Colletotrichum truncatum. As barras
representam os valores médios =+ erro padrao. Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tratamentos de acordo com o teste post-hoc de Tukey (p <
0,05).

5.3 Composicao bacteriana

A abundancia relativa dos géneros bacterianos mostrou padrdes distintos entre
genotipos e os compartimentos (rizosfera e filosfera) (Figura 3). Na rizosfera, o genotipo
resistente, com e sem inocula¢do do fungo (Rs e Rs+Ct), agruparam-se de forma similar,
enquanto o gendtipo suscetivel com e sem inoculagdo (Sc e Sc+Ct) formou um cluster distinto.
Esses tratamentos resistentes apresentaram maior enriquecimento de géneros como Shinella,
Novosphingobium, Bacillus ¢ Mycobacterium. Na filosfera, o genotipo resistente, novamente
com e sem inoculacdo, manteve padrdes relativamente similares, com enriquecimento de
géneros como Sphingomonas, Pseudomonas, Bacillus e Microbacterium no tratamento Rs+Ct.
Ja o gendtipo suscetivel apresentou perfis mais dispersos, formando agrupamentos distintos dos

tratamentos resistentes.
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Figura 3 - Heatmap dos 30 géneros bacterianos mais abundantes detectados na rizosfera (A) e
na filosfera (B) de gendtipos de feijao-fava (Phaseolus lunatus) resistentes (Rs) e
suscetiveis (Sc), inoculados (Rs+Ct, Sc+Ct) ou ndo (Rs, Sc) com Colletotrichum
truncatum (Ct). O gradiente de cores indica a abundancia relativa padronizada (Z-
score) de cada género. As amostras foram agrupadas de acordo com o tratamento e o
genotipo.

5.4 Géneros bacterianos unicos e compartilhados entre tratamentos na rizosfera e

filosfera

A analise de compartilhamento e exclusividade de géneros bacterianos mostrou a
presenca de um nucleo comum de tdxons tanto na rizosfera (418 géneros) quanto na filosfera
(60 géneros) dos genotipos de feijdo-fava, porém com diferengas relacionadas ao gendtipo e a
inoculagdo com C. truncatum (Figura 4). Na rizosfera, o gendtipo resistente inoculado (Rs+Ct)
apresentou cerca de 22 géneros exclusivos enquanto o gendtipo suscetivel inoculado (Sc+Ct)
apresentou 29 géneros. Na filosfera, o genotipo resistente inoculado apresentou mais de 40
géneros exclusivos, enquanto o gendtipo suscetivel inoculado (Sc+Ct) apresentou 21. Na
analise de abundancia relativa dos géneros diferencialmente enriquecidos € possivel observar
que na rizosfera, os géneros Microbacterium, Nocardioides e Streptomyces foram mais
abundantes no tratamento Rs+Ct, enquanto na filosfera os géneros Microbacterium e Bacillus

predominaram no mesmo tratamento.
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Figura 4 - Diagramas UpSet ilustrando o numero de géneros bacterianos uUnicos e
compartilhados entre os diferentes tratamentos na rizosfera (A) e na filosfera (B)
de gendtipos de feijao-fava (Phaseolus lunatus) resistentes (Rs) e suscetiveis (Sc),
com (Rs+Ct, Sc+C¥t) e sem (Rs, Sc) inoculagdo com Colletotrichum truncatum
(Ct). Abundancia relativa média (£ desvio padrdao) dos géneros enriquecidos e
diferencialmente abundantes na rizosfera (C) e na filosfera (D).
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5.5 Redes de co-ocorréncia microbiana

A andlise de redes de co-ocorréncia bacteriana mostrou que os contrastes gerais sao
distintos entre os gendtipos resistente e suscetivel de feijao-fava (Figura 5). Na rizosfera os
tratamentos apresentaram um numero semelhante de nds, sendo 500 e 499 respectivamente e
interacdes positivas e negativas proximas (54,3% positivas e 45,7% negativas em Rs+Ct; 55%
positivas e 45% negativas em Sc+Ct; 64,4% positivas e 35,6 negativas em Rs; 51,9% positivas
e 48,1 negativas em Sc) mostrando que houve um certo equilibrio nas conexdes, entretanto apds
a inoculacao do patdogeno (C. truncatum) a organizagao estrutural foi diferente, o gendtipo
resistente inoculado exibiu 4210 edges, enquanto o gendtipo suscetivel apresentou 5160 edges.
Na filosfera as redes de co-ocorréncia ndo apresentaram simetria estrutural entre os genotipos,
com o resistente apresentando uma rede mais complexa e interativa apresentando diferencas

marcantes em suas redes, o genotipo resistente inoculado apresentou uma rede composta por
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276 nodes e 3189 edges, 91,1% de interagdes positivas e 0,9% negativas, enquanto o genotipo

suscetivel inoculado apresentou 121 nodes e 600 edges, com 92,3% de intera¢des positivas e

7,7% negativas.
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Figura 5 - Redes de co-ocorréncia bacteriana construidas com base em correlacdes de Spearman
entre os géneros detectados na rizosfera (A) e na filosfera (B) de genotipos de feijao-
fava (Phaseolus lunatus) resistentes e suscetiveis, com (Rs+Ct, Sc+Ct) e sem (Rs,
Sc) inoculagdao com Colletotrichum truncatum (Ct). Cada n6 representa um género
bacteriano com pelo menos uma correlagao significativa (p < 0,05) e forte (Spearman
> 0,7 ou <-0,7). As arestas indicam associagdes entre os nos: correlagdes positivas
(>0,7; p<0,05) sao mostradas em azul e correlagdes negativas (<—0,7; p <0,05) em
vermelho. O tamanho do nd é proporcional ao nimero de conexdes (grau) e
Gradiente de cor dos nés proporcional a centralidade de intermediagdo (betweenness
centrality), com tons mais escuros representando valores mais elevados.
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6 DISCUSSAO

A resisténcia de plantas a doengas ¢ entendida como o resultado da interacao entre
fatores genéticos, microbiota associada e pressdes ambientais. De fato, estudos recentes
apontam que a capacidade de uma planta em resistir a patdgenos dependem ndo somente do seu
genotipo, mas também com a capacidade de moldar as comunidades microbianas, serem
estruturalmente estaveis, funcional, diversificas e coesas (Xiong; Yang; Ni, 2023; Du; Han;
Tsuda, 2025). Os resultados deste estudo demostraram que a resisténcia do feijdo-fava a
antracnose pode estar associada ao recrutamento microbiano pela rizosfera e filosfera, conforme
também observado na cultura do feijdo comum (Mendes ef al., 2018).

A separagao da composicao estrutural observada na analise de ordenagao (CAP) indicou
que o genodtipo foi o principal fator para estruturar a comunidade bacteriana nos dois
compartimentos, evidenciando que embora a inoculacdo teve resultados relevantes, o efeito
pode ser secundario em relagdo com a identidade genética das plantas. Anteriormente, Wagner
et al. (2016) e Malacrino et al. (2022) relataram que o gendtipo determina os padrdes gerais de
montagem do microbioma, modulando a composicao e estabilidade das comunidades, ou seja,
o gendtipo pode recrutar microrganismos distintos de acordo com sua necessidade. Da mesma
forma, Mendes et al. (2018) observaram este comportamento de separagdes estrutural da
comunidade bacteriana avaliando cultivares resistentes e suscetiveis de feijdo comum frente a
Fusarium oxysporum, neste estudo as cultivares resistentes apresentaram comunidades
bacterianas mais estaveis e resilientes quando comparadas aos gendtipos suscetiveis.

A diversidade microbiana evidenciou diferencas relevantes no padrao de estruturacao
da comunidade. Na rizosfera, a diversidade de Shannon foi significativamente maior no
genotipo suscetivel inoculado, enquanto o gendtipo resistente inoculado apresentou valores
semelhantes ao controle (resistente sem inoculagdo). A elevacao da diversidade no gendtipo
suscetivel inoculado pode indicar uma desorganiza¢do da comunidade, que pode recrutar
microrganismos aleatdrios ou oportunistas, agdo comum quando as plantas sdo submetidas a
estresses biotico (Costa et al., 2023). Por outro lado, a estabilidade da diversidade no genotipo
resistente possui uma capacidade maior de preservar a coesao microbiana frente a infecgao,
demostrando que cultivares resistentes mantém comunidades equilibradas mesmo sob ataque
do patdgeno, o que reforca a ideia de que um microbioma resiliente também ¢ associado a
resisténcia (Mendes et al., 2018).

A filosfera, embora naturalmente mais varidvel, também apresentou tendéncia de

reorganizacdo seletiva no resistente inoculado. Estudo recente mostrou que comunidades



38

foliares se tornam mais especializadas em plantas resistentes expostas a patdogenos, havendo
um enriquecimento de taxons benéficos que contribui com o desempenho da planta exposta a
condigoes de estresse (Li et al., 2022)

A andlise de composicao taxondmica refor¢a que o gendtipo resistente se sobressai em
relacdo ao suscetivel, pois houve o enriquecimento de diversos géneros na rizosfera associados
ao biocontrole, como Bacillus, Streptomyces e Microbacterium. Esses microrganismos sao
reconhecidos por produzir metabdlitos antifiungicos, sideréforos, enzimas degradadoras de
parede celular, compostos volateis e fatores de indugdo de resisténcia sistémica (Xiong; Yang;
Ni, 2023; Feng et al., 2024; Ping et al., 2025). O enriquecimento dos géneros Pseudomonas,
Bacillus e membros de Cyfophagaceae em cultivares resistentes de feijdo comum, sugerem que
espécies da familia Phaseolus empregam estratégias microbianas evolutivamente conservadas
para modular resisténcia a patdgenos (Mendes et al., 2018).

A exclusividade de géneros encontrada no presente estudo sugere que o genotipo
resistente pode ativar mecanismos de selecdo microbiana, fortalecendo sua capacidade de
suprimir C. truncatum, pois ele apresentou o maior numero de géneros exclusivos, indicando
que o genotipo resistente, mesmo sob estresse bidtico, recruta tdxons especificos que ndo
aparecem nos demais tratamentos. As plantas resistentes possuem caracteristicas de
recrutamento de comunidades bacterianas que possuem conjuntos unicos de OTUs que sdo
associados a fun¢des defensivas (Mendes et al., 2018; Berlanas et al., 2019).

A andlise das redes de co-ocorréncia evidenciou o papel funcional da microbiota no
gendtipo resistente. O tratamento Rs+Ct apresentou uma rede altamente conectada, com
predominancia de interagdes positivas, alta modularidade e nimero elevado de nos e arestas.
Redes microbianas densas e cooperativas sao indicativas de comunidades saudéveis, funcionais
e com maior capacidade de suprimir patdégenos (Li et al, 2021). Mendes et al. (2018)
observaram padrdo similar em cultivares resistentes de feijdo-comum: uma rede robusta e
modular que atuava como uma barreira ecoldgica contra Fusarium. Os resultados aqui obtidos
sugerem que o genotipo resistente de feijado-fava emprega mecanismo semelhante, refor¢cando
a ideia de que a resisténcia ¢ mediada tanto pelo gendtipo quanto pela capacidade da planta de
manter um microbioma funcionalmente coeso. Em contraste, o tratamento suscetivel inoculado
exibiu redes fragmentadas, com maior nimero de interacdes negativas € menor coesdo,
refletindo comunidades instaveis e vulneraveis ao patogeno (Costa et al., 2023; Ping et al.,
2025).

A relacdo entre rizosfera e filosfera revela ainda que a rizosfera funciona como o ntcleo

de estabilidade microbiana, apresentando maior conectividade e menor variacao frente ao



39

patoégeno. Esse comportamento € consistente com Pantigoso, Newberger e Vivanco (2022), que
destacam que a rizosfera ¢ o compartimento mais resiliente e especializado na prote¢do contra
patogenos. A filosfera, por sua vez, apresentou maior sensibilidade a inoculagado, possivelmente
devido a menor densidade microbiana e maior exposi¢do a fatores ambientais (Mandal; Jeon;

2023).
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7 CONCLUSAO

O genotipo resistente de feijdo-fava recruta comunidades bacterianas distintas em
relagdo ao suscetivel, validando a nossa hipdtese. Os resultados indicaram que a resisténcia a
antracnose estd associada principalmente ao microbioma da rizosfera, no qual foi observada
uma reorganizacdo microbiana mais consistente apds a inoculacdo com C. truncatum,
caracterizada pelo aumento na abundancia de géneros potencialmente benéficos, como
Bacillus, Paenibacillus ¢ Pseudomonas. Esse microbioma apresentou maior estabilidade,
conectividade e predominancia de interagdes positivas, indicando papel ativo na supressdo do
patogeno. Na filosfera, as alteracdes se apresentaram de forma mais sutil, mas o gendtipo
resistente também mostrou enriquecimento de bactérias protetoras, sugerindo que esse
compartimento atua de forma complementar a rizosfera na defesa da planta. Assim, a resisténcia
do feijao-fava resulta da interagdo integrada entre planta e microbioma, com atuacdo mais
expressiva da rizosfera na montagem de comunidades bacterianas associadas a resisténcia a

antracnose.
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APENDICES

Apéndice 1 - Resumo da analise de variancia unifatorial (ANOVA) para a diversidade alfa
(riqueza observada e diversidade de Shannon) das comunidades bacterianas na
rizosfera e filosfera dos gendtipos de Phaseolus lunatus resistentes (Rs) e
suscetiveis (Sc), com (Rs+Ct, Sc+Ctf) e sem (Rs, Sc) inoculagio com
Colletotrichum truncatum (Ct)

Compartimento Indice Valor F Valor P
ASVs observados 2,95 0,064
Rizosfera ,
Indice de Shannon 4,14 0,0239*
ASVs observados 2,32 0,114
Filosfera (folha) ,
Indice de Shannon 1,74 0,199

Ns = ndo significativo (p > 0,05); * = significativo (p < 0,05).
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Apéndice 2 - Resultados da analise PERMANOVA das dissimilaridades de Bray-Curtis para a
estrutura da comunidade microbiana com base no gene 16S rRNA em nivel de
ASV. Em negrito estdo indicadas as diferengas estatisticamente significativas (*P
< 0,05; **P < 0,01). Os valores de P foram calculados a partir de 9.999
permutacdes. Abreviagdes: Rs, genotipo resistente; Rs+Ct, gendtipo resistente
inoculado com C. truncatum; Sc, genotipo suscetivel; Sc+Ct, gendtipo suscetivel
inoculado com C. truncatum

Rizosfera

PERMANOVA bifatorial F P
Resisténcia x Inoculagao 0,92 0.05%*
Tratamentos (resisténcia) 2,42 0,002*
Comparagdes pareadas P
Rs vs. Rs+Ct 0.234
Sc vs. Sc+Ct 0.155
Rs vs. Sc 0.014 *
Rs+Ct vs. Sc+Ct 0.021 *
Sc vs. Rs+Ct 0.074
Sc+Ct vs. Rs 0.009 **

Filosfera
PERMANOVA bifatorial F P
Resisténcia x Inoculagao 2,89 0,0001**
Tratamentos (resisténcia) 3,456 0,0001**
Comparagdes pareadas P
Rs vs. Rs+Ct 0.1218
Sc vs. Sc+Ct 0.1812
Rs vs. Sc 0.0491*
Rs+Ct vs. Sc+Ct 0.0289*
Sc vs. Rs+Ct 0.0238*

Sc+Ct vs. Rs 0.1062
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Apéndice 3 - Abundancia relativa dos filos bacterianos dominantes detectados na rizosfera (A)
e na filosfera (B) dos genotipos de Phaseolus lunatus resistentes (Rs) e suscetiveis
(Sc), com (Rs+Ct, Sc+Ct) e sem (Rs, Sc) inoculagdo com Colletotrichum
truncatum (Ct). As barras representam a abundancia relativa média (%) de cada
filo entre os tratamentos. Apenas os filos mais abundantes sdo apresentados;
taxons menos abundantes foram agrupados como outros.
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0 1
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Apéndice 4 - Biomarcadores bacterianos identificados na rizosfera (A) e na filosfera (B) dos
genotipos de feijdo-fava (Phaseolus lunatus) resistentes (Rs) e suscetiveis (Sc),
com (Rs+Ct, Sc+Ct) e sem (Rs, Sc) inoculagdo com Colletotrichum truncatum
(Ct). Os géneros diferencialmente abundantes foram identificados utilizando o
método LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size) (escore LDA >2,0; p <

0,05).
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Apéndice 5 - Propriedades topoldgicas das redes de co-ocorréncia bacteriana construidas a partir das correlagdes de Spearman entre os géneros
detectados na rizosfera e nos compartimentos endofiticos (foliares) de gendtipos de feijado-lima (Phaseolus lunatus) resistentes e
suscetiveis, inoculados ou ndo com Colletotrichum truncatum (Ct). Cada rede foi calculada utilizando correlagdes significativas (P < 0,05)
e fortes (Spearman > 0,7 ou <—0,7). As métricas topologicas foram calculadas no Gephi e incluem niimero de nds, arestas, modularidade,
comunidades, didmetro da rede, comprimento médio do caminho, grau e coeficiente de agrupamento

Rizosfera Endofitico (folhas)
Propriedades de rede Resistente ~R(?sistente Suscetivel ~Su.scetivel Resistente NRe.sistente Suscetivel ~Su.scetivel
inoculado nao-inoculado. inoculado nao-inoculado inoculado ndo-inoculado inoculado nao-inoculado.

Numero de nos? 500 500 499 499 276 137 121 107
Numero de arestas ® 4210 4604 5160 4567 3189 822 600 296
Arestas positivas® 54,3% 64,4% 55% 51,9% 99,1% 96,6% 92,3% 76.7%
Arestas nega‘civas‘]l 45,7% 35,6% 45% 48,1% 0,9% 3,4% 7,7% 23.3%
Modularidade® 5,234 1,882 4,625 11,447 0,636 0,672 0,698 1.164
Numero de comunidadesf 21 17 21 18 13 11 11 16
Diametro de rede® 8 8 9 9 8 12 9 17
Comprimento médio do caminho” 4,044 3,951 4,075 4,186 3,856 3,419 3,969 5.309
Grau médio’ 16,840 18,416 10,341 18,305 22,860 12,000 9,917 5.533
Coeficiente médio de agrupamento! 0,807 0,801 0,846 0,847 0,337 0,014 0,386 0.326

*Téaxon microbiano (em nivel de género) com pelo menos uma correlagio significativa (P < 0,05) e forte (Spearman > 0,7 ou < -0,7).;

"Ntimero de conexdes/correlagdes obtidas pela andlise de Spearman;

‘Correlagdo positiva (> 0,7 com P < 0,05);

dCorrelagio negativa (< -0,7 com P < 0,05);

“Capacidade dos nos de formar comunidades altamente conectadas, ou seja, uma estrutura com alta densidade de conexdes entre os nos (inferida pelo Gephi);
fA comunidade ¢ definida como um grupo de nos densamente conectados internamente (Gephi);

£A maior distancia entre nos na rede, medida em niimero de arestas (Gephi);

"Distancia média na rede entre todos os pares de nés ou o comprimento médio de todas as arestas na rede (Gephi);

‘0 niimero médio de conexdes por nd na rede, ou seja, a conectividade do n6 (Gephi);

JComo os nés estdo inseridos em sua vizinhanga e o grau em que tendem a se agrupar (Gephi).
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