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RESUMO

Composicao e funcionalidade do microbioma da rizosfera de feijdo selvagem e cultivado

O processo de domesticagdo e posterior melhoramento das plantas cultivadas foram
essenciais para o sustento do crescimento populacional observado na recente historia da
humanidade. Poréem, no processo de melhoramento das culturas ndo foi considerado o
importante papel que o microbioma rizosférico desempenha nas plantas. Neste contexto, esta
pesquisa foi direcionada ao estudo do microbioma rizosférico do feijoeiro, considerando um
genotipo selvagem e outro cultivado, a fim de determinar a composicdo e funcionalidade do
microbioma em cada rizosfera. Assim, para testar a hipdtese de que materiais ancestrais tém
maior capacidade de hospedar micro-organismos benéficos na rizosfera quando comparados a
cultivares modernas, 0s genotipos de feijdo cultivado IAC Alvorada e selvagem Wild Mex
foram cultivados em Terra Preta da Amazonia (TPA), solo caracterizado por abrigar uma
grande diversidade microbiana. O DNA total do solo rizosferico de cada gendtipo de feijjao e
do bulk soil foi extraido para realizar o sequenciamento metagendmico usando a plataforma
llumina MiSeq. O solo rizosférico também foi usado para isolar e selecionar bactérias
antagonistas a fungos radiculares patogenos do feijoeiro, Rhizoctonia solani e Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli. A abordagem dependente de cultivo permitiu recuperar 11 bactérias
que apresentaram atividade antagbnica in vitro contra os patdgenos avaliados, os isolados
bacterianos foram identificados como pertencentes aos géneros Streptomyces, Kitasatospora,
Alcaligenes, Achromobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Brevibacillus e Paenibacillus.
A abordagem independente de cultivo revelou que a composicdo da comunidade microbiana na
rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex foi caracterizada pela maior abundancia relativa dos
filos bacterianos Acidobacteria, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes, e do filo fungico
Glomeromycota quando comparada com a composicao da rizosfera do gendtipo cultivado 1AC
Alvorada, a qual foi constituida em maior proporcdo pelos filos bacterianos Firmicutes,
Planctomycetes, Deinococcus-Thermus e pelo filo fingico Ascomycota. No nivel taxon6mico
de género, a comunidade microbiana da rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex apresentou
maior frequéncia relativa de géneros fixadores do nitrogénio, nitrificadores, antagonistas e
promotores do crescimento vegetal. A rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex apresentou maior
abundancia relativa de fungdes relacionadas a fixacdo do nitrogénio, producdo de sideréforos e
de acido indol acético (AlA), quando comparada com o gendtipo cultivado IAC Alvorada. O
padrdo de distribuicdo observado na andlise de ordenacdo das fungBes no microbioma da
rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex foi diferente do padrdo encontrado no bulk soil e na
rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada. Os resultados indicaram que o gendtipo selvagem
é mais seletivo no recrutamento de micro-organismos e fun¢des na rizosfera quando comparado
com o cultivar moderno. Em conclusdo, o0s resultados revelaram que o0 processo de
domesticacdo e melhoramento genético das plantas cultivadas potencialmente debilitou a
capacidade do hospedeiro em selecionar e sustentar micro-organismos e funcbes benéficas na
rizosfera.

Palavras-chave: Feijdo selvagem; Metagenoma; Rizobactérias; Comunidades microbianas
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ABSTRACT

Composition and functionality of the wild and cultivated common bean rhizosphere
microbiome

The process of domestication and subsequent plant breeding were key to support human
population growth over the last decades. However, plant breeding has neglected the important
role of the rhizosphere microbiome on plant performance. In this context, this research aimed
the study of common bean rhizosphere microbiome in a wild and in a cultivated genotype to
determine the composition and functionality of their microbial community. We tested the
hypothesis that ancestor materials have higher ability to host beneficial microorganisms in the
rhizosphere when compared to modern cultivars. The common bean genotype IAC Alvorada
and wild common bean Wild Mex were grown in highly biodiverse soil (Amazonian Dark Earth
— ADE) and the total DNA from bulk soil and each common bean rhizosphere was extracted
for sequencing by using Illumina MiSeq platform. In addition, rhizosphere soil was also used
to isolate and select antagonistic bacteria against soil borne pathogens Rhizoctonia solani and
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Using cultivation-dependent approach, 11 bacteria were
isolated and showed antagonistic invitroactivity against the evaluated pathogens. The bacterial
isolates  were identified belonging to  Streptomyces, Kitasatospora, Alcaligenes,
Achromobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Brevibacillus and Paenibacillus genus. The
cultivation- independent approach revealed that microbial community composition in the Wild
Mex bean rhizosphere was characterized by higher relative abundance of bacterial phyla
Acidobacteria, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes and fungal phylum Glomeromycota
when compared with IAC Alvorada cultivated bean, which showed a higher relative abundance
of bacterial phyla Firmicutes, Planctomycetes, Deinococcus-Thermus and fungal phylum
Ascomycota. Wild Mex rhizosphere microbiome showed higher relative frequency of nitrogen-
fixing, nitrifying, antagonists and plant growth promoting microorganisms. The wild bean also
showed higher relative abundance of functions related to nitrogen fixation, siderophore and
indole acetic acid (IAA) production, when compared with IAC Alvorada bean. The distribution
pattern observed in the functions ordination analysis of Wild Mex was different from the bulk
soil and IAC Alvorada patterns. The results showed that wild genotype is more selective for
recruiting microorganisms and functions in the rhizosphere when compared with modern
cultivar. In conclusion, the results revealed that domestication and plant breeding potentially
undermined rhizosphere microbiome composition and functions debilitating the host’s ability
to select and support beneficial microbes.

Keywords: Wild common bean; Metagenome; Rhizobacteria; Microbial communities
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RESUMEN

Composicion y funcionalidad del microbioma de la rizosfera del fréjol silvestre y
cultivado

El proceso de domesticacion y posterior mejoramiento de las plantas cultivadas fueron
esenciales para el sustento del crecimiento poblacional observado en la reciente historia de la
humanidad. Sin embargo, en el proceso de mejoramiento de los cultivos no fue considerado el
mportante papel que el microbioma rizosférico desempenia en las plantas. En este contexto,
esta investigacion fue direccionada al estudio del microbioma rizosférico del fiéjol,
considerando un genotipo silvestre y otro cultivado, a fin de determinar la composicion y
funcionalidad del microbioma en cada rizosfera. De ese modo, para probar la hipdtesis de que
materiales ancestrales tienen mayor capacidad de hospedar microorganismos benéficos en la
rizosfera al ser comparados con variedades modernas, los genotipos de fi¢jol cultivado TAC
Alvorada vy silvestre Wild Mex fueron cultivados en Terra Preta da Amazonia (TPA), suelo
caracterizado por abrigar una gran diversidad microbiana. El ADN total del suelo rizosférico
de cada genotipo de fi¢jol y del bulk soil fue extraido para realizar la secuenciacion
metagendmica usando la plataforma [llumina MiSeq. El suelo rizosférico también fue usado
para aislar y seleccionar bacterias antagonistas contra hongos radiculares patdgenos del fréjol,
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. El abordaje dependiente de cultivo
permiti6 recuperar 11 bacterias que presentaron actividad antagénica in vitro contra los
patogenos evaluados, los aislamientos bacterianos fueron identificados como pertenecientes a
los géneros: Streptomyces, Kitasatospora, Alcaligenes, Achromobacter, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Brevibacillus y Paenibacillus. El abordaje independiente de cultivo revelo
que la composicion de la comunidad microbiana en la rizosfera del fiéjol silvestre Wild Mex
fue caracterizada por la alta abundancia relativa de los filos bacterianos Acidobacteria,
Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes, y del filo fingico Glomeromycota al ser comparada con
la composicion de la rizosfera del genotipo cultivado IAC Alvorada, la cual estuvo constituida
en mayor proporcidon por los filos bacterianos Firmicutes, Planctomycetes, Demococcus-
Thermus y por el filo fingico Ascomycota. En el nivel taxondémico de género, la comunidad
microbiana de la rizosfera del fréjol silvestre Wild Mex presentd mayor frecuencia relativa de
géneros fijadores de nitrégeno, nitrificadores, antagonistas y promotores del crecimiento
vegetal. La rizosfera del fréjol silvestre Wid Mex presentd mayor abundancia relativa de
funciones relacionadas con la fijacién de nitrogeno, produccion de siderdforos y de acido indol
acético (AIA), al ser comparada con el genotipo cultivado IAC Alvorada. El patréon de
distribucion observado en el andlisis de ordenacion de las funciones del microbioma de la
rizosfera del fréjol silvestre Wild Mex fue diferente del patron encontrado en el bulk soil e en
la rizosfera del fréjol cultivado TAC Alvorada. Los resultados ndicaron que el genotipo silvestre
es mas selectivo en el reclutamiento de microorganismos y funciones observadas en la rizosfera
en comparacion con el cultivar moderno. En conclusion, los resultados revelaron que el proceso
de domesticacion y mejoramiento genético de las plantas cultivadas potencialmente debilitd la
capacidad del hospedero en seleccionar y sustentar microorganismos y funciones benéficas en
la rizosfera.

Palabras clave: Fréjol silvestre; Metagenoma; Rizobacterias; Comunidades microbianas
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soil (% BS) e rizosferas do feijdo cultivado IAC Alvorada (% 1A) e do feijao
selvagem Wild MeX (%0 WIM) .....oouiiiiiiic e 81
FuncGes relacionadas com nutricdo, producdo de antibidticos e promocdo de
crescimento vegetal significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-
Wallis) e porcentagem da frequéncia relativa média (n =5) no bulk soil (% BS)

e nas rizosferas do feijdo cultivado IAC Alvorada (% IA) e do feijdo selvagem
WIild IMEX (%0 WIM) ..ot 97
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1 INTRODUCAO

A producdo agricola mundial aumentou significativamente a custa de inovacfes tecnologicas
no periodo denominado “revolugdo verde”, um modelo de producdo demandante de grande
guantidade de energia e capital e com enorme custo ambiental (SIQUEIRA; FRANCO, 1988).
Portanto, o estudo e exploragdo eficaz dos processos de base naturais, que incluem o
microbioma rizosférico das culturas, permitird o desenvolvimento de sistemas agricolas com
reduzidos efeitos prejudiciais, méximos efeitos benéficos e com menor dependéncia de energia
(insumos, recursos) (SMITH etal., 1999).

Os processos que ocorrem abaixo e acima da superficie do solo influenciam a manutencédo
das propriedades dos ecossistemas terrestres (De DEYN; PUTTEN, 2005). Ambos 0s
componentes, superficial e subterraneo, estdo rigorosamente inter-relacionados no nivel de
comunidade e reforgados por um maior grau de especificidade entre plantas e micro-organismos
do solo. A combinacdo do enfoque superficial e subterrdaneo na ecologia da comunidade
microbiana e do ecossistema melhora a compreensdo tanto da importancia regulatéria e
funcional que tem a biodiversidade bem como dos impactos ambientais induzidos pelo homem
(WARDLE etal., 2004).

As plantas sintetizam uma grande diversidade de metabdlitos secundarios e podem modular
suas atividades metabdlicas para responder aos estresses bidticos ou abidticos (FLORES et al.,
1999). A producdo de rizodepésitos € um importante elemento no estudo das interacfes que
ocorrem na rizosfera (D’AURIA; GERSHENZON, 2005). Varios desses metabolitos podem
ajudar na prevencdo de infeccbes por patdgenos nas plantas (OBLESSUC et al., 2012). Por
outro lado, a area radicular das plantas, que pode ser maior do que a aérea, € capaz de fornecer
uma grande quantidade de recursos para 0s micro-organismos e outros habitantes do solo que
sdo considerados como os condutores da diversidade vegetal e da funcionalidade do
ecossistema (De DEYN; PUTTEN, 2005; MALAMY, 2005).

Os resultados de estudos sobre as comunidades microbianas na rizosfera de genétipos
selvagens, ancestrais e modernos de: feijjdo (SOUZA et al, 1997), milho
(SCHMALENBERGER; TEBBE, 2002), batata (DIAS et al., 2013), tomate (SMITH et al.,
1999), beterraba (SACHOW et al., 2014), canola e trigo (SICILIANO et al., 1998; GERMIDA,;
SICILIANO, 2001; ZHU et al., 2001), demonstram que a variacdo genética das plantas afeta as
interacdes benéficas com os micro-organismos, as quais tém sido resultado da coevolu¢do a
longo prazo (GEPTS, 2004) e que o melhoramento genético de plantas poderia ter
comprometido a capacidade de hospedar e sustentar micro-organismos benéficos na rizosfera
dos cultivares modernos (ZHU et al., 2001).
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Nesse contexto, este trabalho esteve orientado ao estudo da composicdo e funcionalidade
da comunidade microbiana na rizosfera do feijdo selvagem e cultivado, visando elucidar a
seletividade de micro-organismos em ambos 0s gendtipos a partir das abordagens dependente

e independente de cultivo.

1.1 Hipotese e Objetivos

Este estudo foi desenvolvido sob a hipdtese que gendtipos selvagens de plantas hospedam
um microbioma na rizosfera que lhes permite melhor desenvolvimento vegetal quando
comparado ao microbioma rizosferico de gendtipos melhorados, isto é, cultivares. Como a
selecdo de micro-organismos na rizosfera foi uma caracteristica negligenciada nos programas
de melhoramento, sugere-se que 0s genes responsaveis pela comunicagdo com 0s micro-
organismos foram perdidos no processo de melhoramento vegetal e consequentemente
materiais ancestrais teriam maior capacidade de atrair e sustentar micro-organismos benéficos.

O objetivo geral deste estudo foi elucidar a composicdo e funcionalidade da comunidade
microbiana da rizosfera de um genotipo de feijdo selvagem e de um cultivado, plantados em
um solo com alta riqueza microbiolégica (Terra Preta da Amazonia) em casa de vegetacdo por
meio de sequenciamento metagendmico do DNA rizosférico e isolamento em meio de cultivo.

Os objetivos especificos foram:

— Isolar, selecionar, caracterizar e identificar molecularmente isolados bacterianos
das rizosferas de feijao selvagem Wild Mex e cultivado IAC Alvorada com
atividade antagonista contra patdgenos radiculares do feijao.

— Determinar a composicdo da comunidade microbiana da rizosfera do feijao
selvagem Wild Mex e do cultivado IAC Alvorada por sequenciamento
metagend mico.

— ldentificar as principais funcbes de promocdo do crescimento vegetal da
comunidade microbiana na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex e do cultivado

IAC Alvorada por sequenciamento metagenémico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Feijdo Comum - Phaseolus vulgaris L.

O feijjdo comum ¢é uma leguminosa comestivel que representa 50% dos grdos de
leguminosas consumidos no mundo (McCLEAN et al., 2004; ARAGAO et al., 2011). Tem
grande importancia na seguranca alimentar devido aseu alto conteddo nutritivo (proteina, fibra,
carboidratos, vitaminas e micronutrientes) (CENTRO INTERNACIONAL DE
AGRICULTURA TROPICAL - CIAT, 2010). No Brasil e 0 México, o feijjdo é um dos
componentes da base alimentar como fonte de proteina para a dieta humana (BROUGHTON et
al., 2003; McCLEAN et al., 2004). Em 2004 o Brasil tornou-se o maior produtor de feijdo no
mundo com participagdo de 16,3% na producdo mundial (EMBRAPA, 2005). Considerando as
trés safras no periodo 2013/2014, estima-se que a area cultivada no Brasil foi de 3,3 milhGes de
hectares com producdo média anual de 3,4 milhdes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL
DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2014).

2.1.1 Origem e domesticacéo do feijdo comum

O feijdo tem sua origem na América sendo a Mesoamérica ou América Central (México,
também Colombia e Venezuela) e os Andes na América do Sul (Equador, Peru, Bolivia, Chile
e Argentina) os lugares geograficos de origem e domesticacdo do feijdo (DEBOUCK et al.,
1993; GEPTS, 1998; McCLEAN et al., 2004; BITOCCHI et al., 2012; SINGH et al,, 2014). A
transicdo do feijao selvagem ao cultivado é estimada que aconteceu ha 7.000 e 5.000 anos
(GEPTS, 2004; PATHANIA et al., 2014). Os bancos genéticos sul-americanos tiveram sua
origem através de eventos migratorios desde a Mesoamérica, sendo o México o berco da sua
diversidade (BROUGHTON et al., 2003; DESIDERIO et al., 2013). Adicionalmente, a regido
Norte-Central da Espanha e o Brasil sdo considerada centros secundarios da diversidade do
feijdo (SANTALLA et al.,, 2002; BURLE et al., 2010).

Tem sido proposta uma classificacdo em racas do feijjdo comum segundo os grandes
grupos. Assim, o grupo Mesoamericano abrange as ragas: Durango, Jalisco e Mesoamericano
enquanto o grupo Andino abrange as racas Chile, Nueva Granada e Peru (BROUGHTON et al.,
2003; ARAGAO et al., 2011; PATHANIA et al., 2014).

A domesticacdo é resultado do processo de selecdo que leva ao incremento da adaptacao
das plantas para serem cultivadas e utilizadas pelo homem. Caracteristicas desejaveis como: a
perda da habilidade de dispersdo e dorméncia das sementes, o crescimento determinado, a
maturidade antecipada (ARAGAO et al., 2011; GEPTS, 2004), a alta qualidade de vagens, o

rendimento de sementes e a resisténcia a doencas, em comparacdo com o0s parentes selvagens,
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tém sido incorporadas aos cultivares modernos de fejjao (GEPTS, 1998; BROUGHTON et al.,
2003; PATHANIA et al., 2014). No entanto, ainda persistem importantes limitacGes bioticas
(doencas causadas por fungos, bactérias e virus) (GEFFROY et al.,, 1999) e abidticas (seca e
deficiéncia de fosforo) na producio de feijio (ARAGAO et al., 2011; CORTES et al., 2012;
PATHANIA etal., 2014).

As variedades crioulas constituem populacdes variaveis com um nome local, ndo
passaram por um processo de melhoramento “formal* e caracterizam-se por ser tolerantes a
estresses bidticos e abidticos (PATHANIA et al., 2014; BURLE et al.,, 2010). A maioria dessas
variedades estdo em risco de extingdo devido a substituicdo gradual da agricultura local,
indigena ou tradicional pela agricultura industrial (PATHANIA et al., 2014; SOUZA et al,
1997). Ja os cultivares comerciais sdo resultado de cruzamentos entre cultivares estreitame nte
relacionados pertencentes a um dos bancos genéticos mesoamericano ou andino e possuem
baixos niveis de diversidade genética quando comparados com acessos crioulos e selvagens
(GEPTS, 1998; BROUGHTON et al., 2003; PATHANIA et al.,, 2014).

2.1.2 Patogenos radiculares do feijao

As podriddes nas raizes do feijoeiro estdo amplamente distribuidas e sd@o economicame nte
importantes no mundo. A severidade e dano pelas doencas radiculares no feijdo sé&o maiores
quando o ambiente é favordvel e existem condicOes de estresse como seca, excesso de agua,
lesBes ou infecgdes por outros patdgenos. A podridao radicular por Rhizoctonia solani Kihn e
a murcha e amarelamento por Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick &
Snyder, tém-se tornado as doengas de maior importancia no feijoeiro por causar severa reducao
do crescimento e grandes perdas nos rendimentos (ABAWI; PASTOR, 1990).

2.1.2.1 Rhizoctonia solani Kihn

A podriddo da raiz por Rhizoctonia solani € uma doenca comum do feijdo. As perdas
acontecem pela podriddo dasemente ou pela morte das mudas (damping-off). As lesdes iniciais
nas mudas aparecem no hipocétilo e coifa como um cancro marrom afundado (ABAWI, 1994).
Osisolados de R. solani tém caracteristicas de um micélio marrom, ha uma constricdo basal nas
ramificacdes das hifas, formam septos proeminentes nas novas ramificacbes perto do ponto de
origem e mostram uma condicdo multinucleada da nova célula da hifa apical. A maioria dos
isolados produzem esclerdcios (estruturas de sobrevivéncia) soltos ao longo das hifas nos
tecidos do hospedeiro (ABAWI; PASTOR, 1990; SNEH etal., 1996). O patogeno pode penetrar

o tecido intacto da planta ou através das aberturas naturais e ferimentos. A disseminacdo anovas
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areas é dada através da plantacdo de sementes contaminadas ou pelo movimento de tecidos
infectados, solo ou detritos colonizados mediante a &gua de irrigacdo, vento e animais (CIAT,
1987; ABAWI, 1994).

Os isolados que causam a podriddo da raiz geralmente pertencem aos grupos de
anastomose (AG) 2 ou 4. Porém, umas poucas cepas do AG 1 tém sido reportadas como
causantes da doenca (ABAWI; PASTOR, 1990; CEBI KILICOGLU; OZKOC, 2010).

2.1.2.2 Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick and Snyder

O amarelamento ou murchamento por F. oxysporum é uma doenca destrutiva em
fejjdo. (CIAT, 1987; ABAWI, 1994). Os sintomas desta doenca dependem da severidade dos
pontos da infeccdo e das condicbes ambientais, principalmente temperatura. Este patdogeno é
separado dos outros membros das espécies de F. oxysporum pela adaptacdo fisiologica e
patologica ao feijao (ABAWI, 1994). As plantas severamente afetadas tornam-se cloréticas, as
folhas murcham e tém senescéncia prematura. O desenvolvimento sintomatico € unilateral
segundo a locacdo dos vasos xilematicos infectados e seu arranjo no sistema vascular. Além
disso, os sintomas na planta geralmente progridem de abaixo para acima. Os caules e peciolos
mortos tém uma cor rosa laranja, pela producdo das massas de esporos. As plantas apresentam
uma descoloracdo vascular marrom observada no corte do caule e tecidos radiculares. Os
sintomas progridem rapidamente, resultando em defoliacdo; a morte da planta ocorre entre trés
e quatro semanas apos inoculacdo (ABAWI; PASTOR, 1990; ABAWI, 1994).

Os isolados caracterizam-se pela abundante producdo de micélio aéreo, conidiéforos
ramificados (esporodoquios) e trés tipos de esporos assexuais (microconidios, macroconidios e
clamidosporas). O patégeno geralmente ataca perto da ponta das raizes, justo atras da coifa. A
penetracdo pode acontecer através de ferimentos e aberturas naturais sobre as raizes e caules.
A disseminacdo ocorre através da movimentagdo de hospedeiros infectados, detritos
colonizados, sementes ou solo infestado, pelo vento, agua de irrigacd0 oOu outros meios
(ABAWI; PASTOR, 1990; ABAWI, 1994; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Tém sido descritas cinco racas patogénicas de F. oxysporum f. sp. phaseoli e existe
uma relagdo entre as ragas e a origem geogréfica para as ragas 2 a5, sendo araga 1 uma excegéo,
pois tém isolados da Carolina do Sul (USA) e de Portici (Italia) (ALVES-SANTOS et al., 2002).
A raga 2 inclui isolados do Brasil, raca 3 da Coldmbia (WOO etal., 1996), raca 4 de Colorado
(USA) (SALGADO etal., 1995) e araca 5 da Grécia (ALVES-SANTOS et al., 2002).
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2.1.3 Supressividade de doencgas

Tém sido desenvolvidos Vvarios estudos sobre a variagdo entre 0s genotipos de plantas e
culturas para que, a supressividade de doencas (MAZZOLA; GU, 2002; MENDES et al., 2011),
colonizagdo da rizosfera (RENGEL et al., 1998; LIU et al., 2014), nutricdo, promocdo do
crescimento (ZHU etal., 2001; LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; NIHORIMBERE et al.,
2011) e inducdo de resisténcia sisttmica (MEERA et al., 1995; FOLEY et al., 2013), ocorra
através de micro-organismos antagonistas introduzidos (WHIPPS, 2001). Também tem sido
encontrado que a variacdo genética entre os hospedeiros vegetais pode ser aproveitada para
reforcar associacbes benéficas entre plantas e micro-organismos, pois € possivel que o
melhoramento de culturas pudesse ndo ter selecionado caracteristicas para hospedar e sustentar
micro-organismos benéficos (SMITH et al., 1999; ZHU et al., 2001; MAZZOLA,; GU, 2002).

Um solo supressivo € onde as plantas ndo sofrem certas doencas ou onde a severidade da
doenca € reduzida embora um patgeno esteja presente e o hospedeiro seja susceptivel a doenca;
0 oposto ao solo supressivo € o solo conducivo (HAAS; DEFAGO, 2005).

Na maioria dos solos, a supressdo de doencas € atribuida a origem do solo e a um
consorcio microbiano no solo que inibe o crescimento ou atividade do patdgeno em alguma
etapa do ciclo de vida da planta. Os mecanismos de supressividade dos patdgenos incluem a
competicdo por nutrientes e micro-sitios, parasitismo, micoparasitismo e amensalismo
(antibiose) (MENDES et al., 2011; MAZZOLA, 2002; PHILIPPOT et al., 2013; TURNER et
al., 2013). Bactérias de novas categorias taxondmicas poderiam servir como indicadoras de
supressividade e o espectro de categorias hipotéticas que participam na supressividade de
doencas poderia ser mais amplo (KYSELKOVA etal., 2009; TURNER et al., 2013).

As bactérias darizosfera com capacidade de proporcionar controle biologico parecem ser
menos de 10% do total da populacdo bacteriana na rizosfera (WELLER, 1988). Em varios
trabalhos de supressividade de doencas em beterraba, batata e tabaco, a familia bacteriana
Pseudomonadaceae desempenha um papel fundamental dentro do core microbiano associado a
supressdo. Porém, o sucesso da inoculagdo com micro-organismos benéficos na agricultura tem
sido limitado devido ao fato de que a supressdo de doencas em plantas é dada por um consorcio
de micro-organismos e ndo por apenas um ou pela combinagédo de poucos isolados (WELLER
et al, 2002; MENDES et al., 2011; GOPAL et al., 2013).
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2.2 O Microbioma da Planta

As comunidades de micro-organismos associadas as plantas sdo referidas como o
microbioma da planta ou como o “outro genoma” da planta (MENDES et al., 2013; TURNER
et al., 2013). Esse microbioma tem um impacto direto sobre as plantas; assim caracteristicas
funcionais, novas vias nutricionais e de defesa podem reforcar ou diminuir a coexisténcia das
espécies e em consequéncia influir tanto numa Unica planta como no ecossistema inteiro
(TURNER et al.,, 2013; BERG et al., 2014).

A superficie da planta e tecidos internos sdo colonizados por micro-organismos que
desempenham um papel importante na formacdo de micro-ecossistemas (BERG et al., 2014),
regibes onde existe a interacdo entre componentes bidticos e abidticos e que sdo denominados
segundo o local na planta como espermosfera (semente), rizosfera (raiz), caulosfera (caule),
filosfera (folha), antosfera (flor), carposfera (fruto) e endosfera (tecidos internos).

A espermosfera € uma zona que esta influenciada pela deposicdo de carbono no processo
de germinagdo da semente, onde acontece o primeiro contato dos micro-organismos com as
plantas e essas interacfes marcam impactos duradouros sobre o crescimento e salde vegetal.
As sementes em germinacdo sdo colonizadas por populaces microbianas autdctones (10°a 10°
células por semente) em poucas horas apés plantio (NELSON, 2004).

A filosfera representa a interface entre as partes aéreas das plantas e o ar. Esse habitat com
condicOes estressantes como a radiacdo UV, luz solar, mudancas na temperatura, a presenca e
a composicdo quimica de estruturas foliares, tornam-no um ambiente oligotréfico. O gen6tipo
da planta é um importante fator que influencia a composicdo bacteriana na filosfera
(VORHOLT, 2012). As superficies das folhas sdo colonizadas por mais de 107 micro-
organismos por cm?. Nos niveis taxondmicos superiores, os microbiomas da filosfera parecem
ser similares, mas no nivel de espécie e cepas aparecem grandes diferengas. Proteobacteria
(classes o e y) € o filo bacteriano dominante, junto com Bacteroidetes e Actinobacteria que
geralmente sdo encontrados (DELMOTTE et al., 2009; TURNER et al., 2013).

A endosfera é uma zona habitada por micro-organismos que residem pelo menos uma parte
ou toda sua vida dentro dos tecidos vegetais e sdo chamados de endofiticos (TURNER et al.,
2013). No sistema radicular certos micro-organismos tém mecanismos especificos para uma
penetracdo ativa no sistema radicular que sdo mediados pela quimiotaxia em relacdo aos
exsudatos e sinais microbianos como acontece com as bactérias simbidticas formadoras de
nodulos (COMPANT et al., 2010). Turner et al. (2013) encontraram que Actinobacteria e
algumas familias de Proteobacteria foram enriquecidas na endosfera ao ser comparada com a

rizosfera de Arabidopsis thaliana. Em caules e folhas os micro-organismos endofiticos atingem
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populacdes cultivaveis de 10% a 10* UFC g! de peso fresco em condicGes naturais. Em flores e
frutos as populagdes de bactérias endofiticas chegam a 102 a102 UFC g! de peso fresco o que
indica que apenas colonizadores especializados podem colonizar e sobreviver em 0Orgaos
reprodutivos vegetais (COMPANT et al. 2010).

2.2.1 O microbioma da rizosfera

A rizosfera € a area de solo influenciada diretamente pelas raizes das plantas atraveés do
fornecimento de exsudatos que permite manter populagcbes microbianas que interagem entre si
desempenhando fungbes prejudiciais ou beneficas para as plantas (WHIPPS, 2001;
RAAIJIMAKERS et al., 2002; PHILIPPOT etal., 2013).

As raizes das plantas, através dos exsudatos, estimulam seletivamente e sustentam aos
micro-organismos, regulam as comunidades microbianas benéficas que protegem as plantas de
infeccbes apesar de se encontrar em ambientes com patdgenos (WELLER et al., 2002). Isto é
produto de uma ativa comunicagdo entre plantas e micro-organismos e vice-versa e incluso com
outras plantas (BAIS et al., 2004; LAU; LENNON, 2011).

O tipo de solo, cultivar e endofiticos, séo considerados como os principais condutores da
montagem do microbioma rizosférico (GOTTEL et al., 2011; LUNDBERG et al., 2012;
PHILIPPOT etal., 2013). O solo é considerado como o reservatorio de micro-organismos, pelas
propriedades fisico-quimicas e 0s processos biogeograficos que nele se desenvolvem
(NIHORIMBERE et al., 2011; BOUFFAUD et al., 2012; SCHREITER et al., 2014); o cultivar
influencia o microbioma da rizosfera através da morfologia da raiz e com a quantidade e tipo
de rizodepdsitos (MILLING et al., 2004; HAICHAR et al., 2008; DIAS et al., 2013; ZACHOW
et al., 2014). Ja os endofiticos das sementes, podem estar presentes por um recrutamento de
micro-organismos especificos (core) que pode ser transmitido de uma geracdo a outra
(PHILIPPOT et al., 2013).

Algumas bactérias variam quantitativamente entre plantas de diferentes estagios de
desenvolvimento e gendtipo (MOUGEL et al, 2006; CHAPARRO et al., 2014). Estudos
demonstram que a interacdo de diversas comunidades dosolo com as plantas esta envolvida na
montagem do microbioma rizosférico (LUNDBERG et al., 2012; PHILIPPOT et al., 2013).

No rizoplano ha mais micro-organismos do que no resto da rizosfera associada. Tem sido
reportado que por cada grama de solo rizosférico ha entre 10°-10° bactérias e 10%-10° fungos
(SYLVIA et al, 2005). Estudos de microbiomas rizosféricos tém revelado distribuicdes
similares de filos microbianos, porém existem maiores diferencas entre as plantas cultivadas

quando sdo comparados niveis taxonémicos mais baixos como espécies microbianas e cepas
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(TURNER et al,, 2013). O filo Proteobacteria (classes o e ) geralmente é dominante nas
amostras. Outros grandes grupos incluem Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
Planctomycetes, Verrumicrobia e Acidobacteria (NIHORIMBERE et al., 2011; TURNER et
al., 2013).

Muitos estudos descreveram que Proteobacteria € dominante no microbioma da rizosfera.
Fungos dos filos Ascomycota (ordem Hypocreales) e Glomeromycota (Glomus spp.) também
podem responder rapidamente aos rizodepoésitos (PHILIPPOT et al.,, 2013; SANGABRIEL -
CONDE et al., 2014).

Garcia-Salamanca et al. (2012), mostraram que a comunidade bacteriana no bulk soil foi
mais complexa do que na rizosfera. As diferengas entre os estudos sobre diversidade entre
rizosfera e bulk soil sdo produto ndo somente da variabilidade biologica, mas também dos
métodos de amostragem (GARCIA-SALAMANCA et al., 2012; PHILIPPOT et al., 2013).

2.2.2 Rizodepositos

Estima-se que 12-40% do total de carboidratos produzidos pela fotossintese é liberado no
solo circundante das raizes (LYNCH; WHIPPS, 1990; NIHORIMBERE et al., 2011; HIRSCH
etal., 2013). Durante e apds a exsudacao, os materiais organicos sofrem um ataque microbiano
o que faz dificil a identificacdo da composicdo quimica e da concentracdo nos ambientes
naturais (KAMILOVA et al., 2006). Os rizodepositos incluem uma ampla variedade de
compostos (nutrientes, exsudatos, enzimas, restos de células epidérmicas e mortas, mucilage m)
que sdo liberados pelas raizes das plantas e atuam como moléculas quimioatraentes ou
repelentes (LAMBERS et al., 2009; NIHORIMBERE et al., 2011; GARCIA-SALAMANCA
et al, 2012; PHILIPPOT etal. 2013).

A composicdo dos exsudatos radiculares é um determinante essencial da estrutura do
microbioma rizosférico e pode variar entre as espécies de plantas e com a fase fenoldgica
(CHAPARRO etal., 2014). Porém, também o microbioma influi sobre os exsudatos radiculares,
pois plantas crescidas axenicamente tém diferencas marcantes nas composices dos exsudatos
qguando comparadas com plantas crescidas na presenca de micro-organismos (TURNER et al.,
2013). Os exsudatos radiculares podem ser divididos em compostos de baixo peso molecular
como, aminoacidos, &cidos organicos, acUcares, fendis entre outros metabdlitos secundarios e
compostos de alto peso molecular, tais como, mucilagem (polissacarideos) e proteinas, que sao
menos diversos e compdem uma propor¢do maior dos exsudatos radiculares pela massa deles
(BAIS et al., 2006).
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Os exsudatos radiculares de Arabidopsis variam segundo a idade da planta. Nas etapas
iniciais, existe acUmulo de alcool e acucares que logo vdo diminuindo, por outro lado,
aminoacidos e compostos fendlicos vdo incrementando ao longo do tempo. Isto pode indicar
que nas etapas iniciais as raizes liberam acucares como substrato para uma ampla diversidade
de micro-organismos e depois a planta libera substratos especificos para selecionar certos

micro-organismos que habitardo na rizosfera (CHAPARRO etal.,, 2014).

2.3 Terra Preta da Amazonia

Mais frequentemente na Amazbnia brasileira do que na Amazonia colombiana,
venezuelana e peruana, é possivel encontrar manchas de solo com um horizonte superficial
espesso e de coloragdo preta ou marrom escura, com pedacos de ceramicas e recobrindo solos
cauliniticos intemperizados (SOMBROEK et al., 2009). Reconhecidos por sua alta fertilidade,
tais solos s&o comumente conhecidos como Terra Preta de indio (TPI) ou também chamada de
Terra Preta Antropica ou Terra Preta da Amazonia (TPA).

As TPA foram criadas pelas populagdes amerindias ha aproximadamente 500-2.000 anos.
A TPA foi desenvolvida de acordo com as préticas de subsisténcia e padrdes de depdsito de
residuos de assentamentos indigenas pré-colombianos na Amazbnia que enrigueceram o solo
em nutrientes. Sdo solos classificados como Antrossolos, o0s quais foram formados ou
fortemente modificados pelas atividades humanas tais como a adicdo de detritos domésticos e
de culturas (sangue, 0ssos, fezes, carvdo vegetal, cinza, restos de culturas) (NEVES et al., 2004;
FERREIRA, 2012). Esse tipo de solo pode ser encontrado numa ampla variedade de tipos de
solos, desde os fortemente intemperados Ferrassolos até Nitossolos (KERN et al., 2004). Uma
classificacdo arqueo-pedoldgica ainda experimental e incompleta é proposta para identificar
este tipo de solo ancestral (WOODS, 2004).

2.3.1 Propriedades fisico-quimicas da TPA

Entre as propriedades fisicas da TPA estdo, por exemplo, sua coloracdo que vai da
tonalidade preta até bruno acinzentada muito escura numa profundidade de pelo menos 50 cm.
Essa propriedade é produto da quantidade e qualidade damatéria organica que possui esse solo.
Os solos de TPA também apresentam uma densidade aparente baixa (1,08 g cm®) nas
profundidades superiores do horizonte antropico, a porosidade e o potencial de retencdo de dgua
sjo altos. (TEIXEIRA; MARTINS, 2004; FALCAO et al., 2009).

Na capa superficial, os valores de pH variam entre 4,15 e 6,71 e sdo mais elevados

comparados com os encontrados nos solos adjacentes (Latossolos e Argissolos) (MADARI et
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al., 2004). O teor de fosforo disponivel é muito elevado (150 mg kg?t). As quantidades de bases
trocaveis sdo mais elevadas do que nos solos da floresta, mas a saturacdo por bases € apenas
moderadamente alta (20-70%) comparada com solos ndo enriquecidos e adjacentes (15%)
(MADARI et al., 2004; FALCAO et al., 2009). O teor de carbono organico que apresentam as
TPA, contribui no melhoramento das propriedades fisicas e quimicas. A relacdo C:N da TPA
atinge valores entre 12-40 (LEHMANN et al., 2004; SOMBROEK et al., 2004).

2.3.2 Microbiota associada a TPA

A fertilidade da Terra Preta da Amazbnia é atribuida a microbiota existente nesse solo
gue tem permitido essa notavel caracteristica ao longo do tempo (O’NEILL et al, 2009).
Recentemente, as caracteristicas fisicas e de fertilidade da TPA, tém recebido muita atencdo
nos estudos; porém, a microbiota existente nesses solos ainda deve ser amplamente descrita.
Foi encontrado que as comunidades de Archaea e Bacteria sdo similares entre as TPA, isso
sugere que essa composicdo microbiana esta controlada mais pelo manejo historico do solo do
que pelo tipo ou uso atual do solo (GROSSMAN et al., 2010).

Em amostras de solo de TPA foram abundantes os filos Proteobacteria (24%),
Acidobacteria  (10%), Actinobacteria (7%), Verrucomicrobia (8%), Firmicutes (3%),
Gemmatimonadetes (2,5%) e Nitrospira (0,5%), além dum grupo de bactérias ndo classificadas
(36%) (TSAI etal., 2009; NAVARRETE et al., 2010).

Com métodos dependentes de cultivo aplicados em amostras de TPA do sitio I1lha de Terra
(Caxiuand, Pard), foi encontrado que os fungos sdo mais numerosos do que as bactérias.
Bactérias do tipo de cocos Gram-negativos representaram a maior ocorréncia da populacao
total. Ostestes de identificacdo mostraram a presenca de géneros bacterianos Gram-negativos:
Achromobacter, Flavobacterium, Nitrobacter, Nitrosomonas, Pseudomonas, Escherichia,
Enterobacter e Celovibrio e Gram-positivos: Arthrobacter, Bacillus, Micrococcus,
Streptomyces e Sarcina. As populacbes de fungos encontrados em TPA compreendem o0s
géneros:  Mixotrichum, Rhizopus, Rhizomucor, Sporotrix, Trichoderma, Cladosporium,
Penicillium, Mucor, Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Paecilomyces, Helminthosporium,
Emmonsia, Epicocum, Chaetomium, plectomicetos e ascomicetos. As espécies dos fungos
predominantes foram Aspergillus sp., Penicillium sp., Sclerotium sp. e Trichoderma spp.
(RUIVO et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material Vegetal

As sementes dos genotipos de feijdo utilizadas neste estudo foram fornecidas pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC). O gendtipo cultivado IAC Alvorada tem crescimento
indeterminado, porte semiereto, apresenta floracdo aproximadamente aos 38 dias apds
emergéncia, o ciclo de cultivo € de 92 dias, as flores sdo de cor branca e apds a fecundacéo
amarelo-desbotado. As sementes tém forma oblonga, o tegumento € marrom com rajas havana,
amassa de 100 sementes esta em torno de 27,5 g. O teor médio de proteina é 22%. Proveniente
de cruzamentos mlltiplos, foi lancado em 2007, o estande é de 200.000 a 240.000 plantas ha,
a produtividade média é de 2.430 kg ha'! na safra de inverno (abril-junho com irrigacdo), 2.553
kg/ha na safra da seca (janeiro e fevereiro) e 2.810 kg ha! na safra das aguas (agosto e
setembro), é moderadamente resistente a antracnose e indicado para plantio no Estado de Séo
Paulo com excecdo das regides suscetiveis a geada (IAC, 2007).

Algumas caracteristicas agrondmicas do gendtipo de feijdo tipo selvagem, de origem
mexicana, Wild Mex (Acesso IAC-789), foram obtidas com acompanhamento do
desenvolvimento vegetal em casa de vegetacdo. Trata-se dum gendtipo de crescimento
indeterminado, flores de cor roxa, as vagens tém riscas na casca e quando amadurecidas
apresentam cor marrom, contém entre trés e cinco sementes por vagem. As sementes tém forma

oblonga, o tegumento é de cor cinza com rajas havana, a massa de 100 sementes € ~2,70 g.

3.2 Experimento em Casa de Vegetacao

O bioensaio foi estabelecido em casa de vegetacdo na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - Embrapa Meio Ambiente, localizada em Jaguariina (SP). Os vasos foram
irrigados com agua destilada de acordo com a necessidade e o experimento foi conduzido em
uma temperatura ambiente média de 29,6°C e 28% de umidade relativa. Antes do plantio, foram
coletadas cinco amostras de bulk soil a partir de cinco vasos sorteados do experimento, com a
finalidade de ter o bulk soil como referéncia para a comparacdo com o solo rizosferico. As
amostras foram coletadas no centro do vaso, no ponto onde as sementes foram posteriorme nte
plantadas. Foi plantada uma semente de cada gendtipo de feijdo num vaso de 1,5 L contendo
TPA proveniente do sitio Hatahara (Amazbnia Central, coordenadas geograficas: 03° 16’
28,457 S—60° 12°17,14” W) em cinco repeticdes (Figura 1). As propriedades quimicas da TPA

sdo mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Propriedades quimicas da Terra Preta da Amazbnia (TPA) utilizada no experimento

Atributo quimico TPA
pH (CaCl,) 52
MO 53
P 509
Ca 138
Mg 14
Al 0
H+Al 49
SB 153
CTC 200,7

Fonte: Cannavan (2011)

Notas: Matéria organica (MO) em g dm-3, fésforo emmg dm3, Ca, Mg, Al, H+Al (potencial
de acidez), SB (soma de bases)e CTC (capacidade de troca catiénica (CTC) sdo
representados em mmolc dm-3, pH em CaCl.

Figura 1 — Bioensaio em casa de vegetacdo com feijdo gendtipo cultivado IAC Alvorada (etiquetas com 1) e
gendtipo selvagemWild Mex (etiquetas com W)

As amostras do gendtipo cultivado IAC Alvorada foram coletadas na fase de floracdo que
ocorreu aos 57 dias apos plantio. No caso do genotipo selvagem Wild Mex as amostras foram

coletadas aos 78 dias ap0s plantio quando houve formacdo de botdes florais. A amostragem da
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rizosfera de Wild Mex foi feita neste momento, pois foi observada a queda de alguns botdes
florais. E importante notar que ndo ha diferenca significativa no microbioma da rizosfera nas
fases de emissdo de botdo floral e florescimento como demonstrado por Chaparro et al. (2014).

As plantas foram retiradas cuidadosamente de cada vaso e foram agitadas para tirar o
maximo possivel de solo em cada sistema radicular. Apos, com a ajuda de uma espatula, o solo
firmemente aderido as raizes, isto é, a rizosfera, foi coletado e transferido para um tubo
cilindrico de centrifuga de 50 ml.

Na Figura 2 esta representado um esquema geral das etapas desenvolvidas nesta pesquisa.

Solo: Genodtipo cultivado:
Terra Preta da Amazonia IAC Alvorada

Genodtipo selvagem:

P 18 ¢ . £ PN, 18 DI, 18
¥V U ¥ ¥ VU vive

EXPERIMENTO
ABORDAGEM J; ABORDAGEM
DEPENDENTE DE CULTIVO INDEPENDENTE DE CULTIVO
Iy!
Isolamento bactérias Extragdo do DNA total
G do bulk soil (controle) e
da rizosfera
Caracterizagdo Molecular Il
(BOX-PCR) /
@ Sequenciamento DNA
metagenomico
Testes de antagonismo (Illumina, Inc.)
Iyt o
- WV
Identificagdo isolados ~ ———— Analises de dados
antagonistas ‘ —
sequenciamento parcial

165 rRNA

L ! ! metagenomics analysis server

= PAST 3.05 STAMP 2.0.9

Figura 2 — Esquema da metodologia desenvolvidana pesquisaem casade vegetacéo e laboratério
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3.3 Abordagem Dependente de Cultivo
3.3.1 Isolamento de bactérias da rizosfera
O cultivo de bactérias foi feito em trés tipos de meios de cultura:
1) Meio de cultura geral para bactérias: TSBA (Tripcaseina de Soja Agar) composto de
2,75 g L'1 de TSB (caldo de tripcaseina de soja) e 17,50 g L* de &gar, suplementado
com 100 mg L1 de cicloheximida C15H23NOa; pH 7.
2) Para Pseudomonas: PSA (Peptona Sacarose Agar) cuja composicdo ¢ 20 g L de
sacarose C12H22011,5¢g L de peptona, 0,5 g L de fosfato de potassio K2HPO4, 0,25
g Lt de sulfato de magnésio MgS04.7H-0, 18 g L de 4gar (Hayward, 1960), 10 ml
L1 de glicerol CszHs(OH)s, suplementado com 100 mg L' de cicloheximida
C15H23NO4, 12,5 mg Lt de cloranfenicol C11H12Ci2N20se 40 mg Lt de ampicilina;
pH 7,2-7,4.

3) Para Actinobacteria: meio GA (YANG et al, 2008): 15 g L! de amido solivel de

batata, 0,5 g L! de nitrato de potassio KNO3z, 0,5 g L-1de fosfato de potassio KoHPOs,
0,5 g L'l de sulfato de magnésio MgS04.7H20, 5 g L! de cloreto de sédio NaCl, 5¢
L-1de cloreto de potassio KCI, 0,01 g L de sulfato de ferro FeSO4.7H20, 18 de g L*!
de é&gar; pH 7,0-7,4, adicionar 1 ml L1 de solugdo de B-vitaminas de Nonomura e
Ohara (1969) (cloridrato de tiamina, riboflavina, niacina, cloridrato de pirodoxina,
inositol, pantotenato de célcio, acido para-aminobenzoico (0,005 g de cada) e biotina
(0,0025 g) em 10 ml de agua Milli-Q autoclavada).

Foram preparadas diluicdes seriadas de 101 até 10 com a rizosfera. Um grama de
rizosfera de cada planta (réplica) foi suspendido em 9 ml de solugdo salina de NaCl (0,85% p/v)
autoclavada. Os tubos foram colocados em ultrassom (Ultra Cleaner 1.400 A) a 40 kHz de
frequéncia durante 1 min e logo agitados em vértex durante 10 min para obter a diluicdo 10! a
partir da qual foram feitas as demais diluicdes. Foi colocado em placa Petri (& 90 cm) 0,1 ml
das diluicdes 10-* e 10-°> em cada meio de cultura acima descritos em trés repeticdes.

As placas com o indculo foram incubadas a 28°C por 7 dias. Quando apareceram colonias
bacterianas ao término dos 7 dias, foram contadas para determinar a abundancia de UFC na
rizosfera (UFC g de solo). As colonias bacterianas foram repicadas em placa Petri (@ 60 cm)
com meio original (TSBA, PSA ou GA) para purificacdo dos isolados.

O célculo de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) por grama de solo foi feito

mediante a formula ().

UFC g~! de solo = N° colonias x fd X 10 1)
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Onde, N° coldnias: nimero de colbnias bacterianas crescidas na placa e fd: fator de
diluicdo (10%, pois foi considerada a diluicdo 10-4 para a determinar a abundancia).

Para a determinacdo do teor de umidade do solo, uma amostra de solo (~5 g) foi pesada
(peso do solo Umido) e colocada na estufa a 110°C durante 72 h, até peso constante. Apds,

obteve-se 0 peso seco para o calculo do contelido de umidade do solo, usando a formula (2).

U — SUu—Sss (2)

SS

Onde, U: umidade do solo em centésimos; su: peso (g) solo Umido e ss: peso (g) solo

Seco.

Com o valor da umidade do solo, obteve-se o fator de corre¢do mediante a formula (3).

Fc = 100/(100 — U) 3)

Onde, Fc: Fator de correcdo da umidade do solo (adimensional) e U: umidade do solo em

centésimos.

A correcdo do parametro do peso do solo no célculo de UFC foi feita com a formula (4).

UFC/g solo seco = (UFC/g solo timido )/(su X Fc) 4)

Onde, UFC/g solo Umido: ndmero de UFC em solo Umido; Fc: Fator de corre¢do da

umidade do solo e su: peso (g) solo Umido utilizado no preparo das diluicdes seriadas.

3.3.2 Caracterizacdo genotipica de isolados bacterianos da rizosfera

A caracterizacdo genotipica foi realizada por BOX-PCR de acordo com a metodologia de
Rademaker et al. (1997). Preparou-se uma suspensdo bacteriana com cada isolado bacteriano
com 24 h de crescimento em meio de cultura BDA (39 g L de BDA; pH 6,8), coletou-se na
ponta de uma haste de madeira de 6 cm autoclavada a biomassa do isolado, a qual foi misturada
em 100 gl de agua Milli-Q autoclavada dentro de um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml de
capacidade até obter uma suspensdo turva.

Para gerar os perfis BOX-PCR, a reacdo de PCR foi realizada com o primer BOX 1AR
(5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") (VERSALOVIC et al, 1994) e foram feitas
reacOes de amplificacdo do DNA num volume final de 25 pl, contendo: 13,45l de agua Milli-
Q autoclavada, 1,0 gl de primer BOX ALR (10 pM), 1,25 gl de dNTPs (25 mM cada), 0,40 pl
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de BSA (10 mg/ml), 2,5 de DSMO 100%, 5 (il de tampdo Gistchier 5X [para 200 ml: 16,6
ml de 1M (NH4)2SO04, 67 ml de 1M Tris-HCI pH 8,8, 6,7 ml de 1M MgClk, 1,3 ml de uma
diluicdo 1:100 de 0,5M EDTA pH 8,8, 2,08 ml de B-mercaptoethanol (14,4M —solucdo a 99%)],
0,4 W de Taq polimerase (5 U/M), 1 Wl da amostra (suspenséo bacteriana). A amplificagéo foi
realizada com termociclador programavel por 7 min a 95°C de desnaturacdo inicial (um ciclo),
desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento 40°C por 1 min e extensdo 65°C por 8 min (35
ciclos). Foi programado um ciclo de extensdo final a 65°C por 16 min e manutencdo a 4°C.

A visualizagdo das bandas foi feita em gel de agarose 1,5% (p/v) de 10 cm de
comprimento em tampdo TAE 1X (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA), corado com Gel
Red (Biotium®) e 10X Loading Buffer (Invitrogen®); a eletroforese foi corrida a 80 V durante
100 min a temperatura ambiente. Foi usado o marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder™
(Invitrogen®) para normalizagdo. As bandas foram visualizadas em transiluminador UV de 254

nm de comprimento de onda.

3.3.3 Testes de inibicdo do crescimento de fungos patdgenos do feijao

Para os testes de inibicdo do crescimento do micélio, foram utilizados quatro isolados
patdgenos radiculares do feijdo, dois de Rhizoctonia solani (Rs144 e Rs) e dois de Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli (Fo e F0160). As cepas de F. oxysporum f. sp. phaseoli F0160 e de
R. solani Rs foram fornecidas pelo departamento de Fitopatologia da ESALQ/USP. A cepa de
F. oxysporum f. sp. phaseoli Fo foi fornecida pelo IAC e a cepa de R. solani Rs144 foi obtida
da colecdo da Embrapa Arroz e Feijdo.

Utilizou-se o meio de cultura BDA (39 g L! de BDA, pH 6,8) para o crescimento das
coldnias bacterianas e dos fungos patdgenos. Foi repicado em quatro pontos equidistantes, a 3
cm desde o centro da placa Petri (& 90 cm), um isolado bacteriano e deixou-se crescer a colonia
durante 48 h a 28°C. Depois desse tempo, foi adicionado um disco de micélio (& 5 mm) do
patdégeno R. solani ou F. oxysporum f. sp. phaseoli no centro da placa. O tratamento controle
consistiu dum disco sé do patdgeno no centro da placa. Foram feitas trés replicas de cadaisolado
e do controle.

Todas as placas Petri com indculo foram incubadas a 28°C durante 7 dias até observar o
crescimento total ou o maior crescimento do fungo no tratamento controle. Foi medido o raio
(cm) do micélio desde a borda do disco do patégeno em dire¢cdo ao ponto de inoculagdo da
bactéria e no caso do tratamento controle, foi medido o raio do micélio desde a borda do disco

do patogeno até a borda do crescimento méximo do micélio na placa Petri. Primeiro foi
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determinada a inibicdo do crescimento micelial com a formula (5) e depois foi calculada a

porcentagem de inibicdo do crescimento segundo a férmula (6).

I=rc—rt (5)

Onde, I: Inibicdo do crescimento micelial (cm); rc: raio de crescimento do micélio no

tratamento controle (cm) e rt: raio de crescimento do micélio no tratamento com bactéria (cm).
PIC =+ x 100 (6)
rc

Onde, PIC: porcentagem de inibicdo do crescimento do micélio do fungo; I: Inibicdo do

crescimento micelial; rc: Raio do crescimento do micélio no tratamento controle.

3.3.4 Identificacdo dos isolados antagonistas por sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA

Fez-se a extracio do DNA dos 11 isolados bacterianos que apresentaram alta
porcentagem de inibicdo do crescimento dos fungos patégenos usando o kit GenElute Bacterial
Genomic DNA (Sigma-Aldrich) seguindo as instrugbes do fabricante. Cada isolado foi
inoculado em 100 ml de meio de cultura liquido GY (10 g L1 de D-Glicose CsH1206,10¢g L1
de extrato de levedura, pH 6,7) e incubou-se em agitacdo a 135 rpm durante 7 dias a temperatura
ambiente. Ap0s esse tempo, foi coletado 1,5 ml do meio de cultura em tubo de microcentrifuga
e centrifugou-se a 16 g durante 10 min para obter um pellet. O pellet foi ressuspendido em 200
ul de lisozima e incubado por 30 min a 37°C. Apds isso, foi acompanhado o protocolo com as
seguintes etapas da extracdo de acordo as instrucdes do Kit.

A reacdo de amplificacdo do gene 16S rRNA de Bactéria foi feita utilizando os primers:
27F e 1492R (Tabela 2), em duas repeticdes e a reacao de PCR conteve: 1l de DNA gendmico
(41,3 ng mtt), 2,5 yl de tampdo de PCR 10X, 1,25 pl de solugdo de MgCk (25 mM), 0,5 pl
dNTPs (25 mM cada), 0,175 l do primer 27F (10 uM), 0,175 W do primer 1492R (10 M),
1,25 4l de DMSO 5%, 0,15 l de Taq polimerase 5 U/ul e 18 pl de agua Milli-Q autoclavada
para um volume final de 25 pl. A reacdo foi feita em um termociclador nas seguintes condicdes:
4 min a 95°C para desnaturacédo inicial, seguida por 30 ciclos com desnaturagdo a 95°C por 30
s, anelamento dos primers a 55°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min e extensdo final por 10

min a 72°C e manutencdo a 4°C.
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Tabela 2 — Primers da regido 16S rRNA utilizados nas rea¢8es para sequenciamento das bactérias antagonistas

Primers Sequéncias (5’ — 3°) Fragmento (pb)

27TF GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACT

Fonte: Heuer et al. (1997)

~1.500

A purificagdo do produto da PCR do DNA de cada isolado bacteriano foi feita com
isopropanol [CH3CH(OH)CHs] 100% e etanol (C2HsO) 80%. O produto da PCR foi repassado
para tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, adicionou-se 1 ml de isopropanol gelado,
homogeneizou-se em Vvortex por 5 s e centrifugou-se a 15.000 rpm por 15 min a 4°C. Foi
descartado o sobrenadante cuidadosamente para ndo desintegrar o pellet. Depois foram
adicionados 125 Wl de etanol 80% gelado, homogeneizou-se e centrifugou-se a 13.000 rpm por
10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o microtubo deixou-se secar a temperatura
ambiente até ndo observar vestigios de etanol (30 min). Depois da secagem foram adicionados
20 W de 4gua Milli-Q autoclavada para ressuspensdo do pellet.

A visualizagdo tanto das bandas do DNA extraido de cada isolado quanto as da
purificacdo do produto de PCR, foi feita sobre gel de agarose 1,5% (p/v) de 10 cm de
comprimento em tampdo TAE 1X (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA), corado com Gel
Red (Biotium®) e 10X Loading Buffer (Invitrogen®); a eletroforese foi corrida a 80 V durante
40 min & temperatura ambiente. Foi usado o marcador molecular 200-2.000 pb Low Mass
Ladder™ (Invitrogen®) para normalizacdo. As bandas foram visualizadas em transiluminador
UV de 254 nm de comprimento de onda.

Para o sequenciamento de DNA a partir de produto de PCR foi utilizado o ABI 3730 DNA
Analyzer (Life Technologies — Applied Biosystems). As amostras foram encaminhadas para o
Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e ceélulas-tronco (CEGH-CEL), ligado ao
Instituto de Biociéncias da USP (http//genoma.ib.usp.br/wordpress/?page_id=56). As reagdes
de sequenciamento sdo feitas utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(cbdigo 4337456) e as corridas sdo feitas em capilares de 36 cm utilizando o polimero POP?7.
As sequéncias sdo analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1 utilizando o Base Caller
KB.
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3.3.5 Analise dos dados do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dos isolados
bacterianos antagonistas

As sequéncias obtidas do sequenciador em formato .abl foram processadas no software
CLCbio® (CLCbhio, DEMARK) onde foram tiradas as regides de baixa qualidade e com
ambiguidade 2. As sequéncias, ap0s processamento, foram comparadas com o banco de dados
EzTaxon (http/Aww.ezbiocloud.net/eztaxon) (KIM et al., 2012).

Para a construcdo da arvore filogenética, as sequéncias originais foram alinhadas com a
referéncia encontrada no banco de dados NCBI. Para a constru¢do da arvore filogenética, as
sequéncias originais foram alinhadas com referéncias encontradas no banco de dados NCBI. O
alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al.,
2013), com o auxilio da ferramenta CLUSTALW e posterior correcdo manual. As analises
filogenéticas foram realizadas por Inferéncia Bayesiana utilizando o programa MrBayes
(RONQUIST et al.,, 2011). O melhor modelo de substituicdo nucleotidica foi escolhido com o
auxilio do programa MrModelTest (POSADA; CRANDALL, 1998). A confiabilidade de cada
no da arvore foi obtida por meio da probabilidade posterior, calculada pela frequéncia de cada

nd na arvore consenso.

3.3.6 Analise estatistica

A abundancia de bactérias na rizosfera foi analisada com o numero de UFC por grama de
solo seco, utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05), considerando dois
tratamentos (gendtipos Wild Mex e IAC Alvorada) em cinco repeticdes.

Os perfis das bandas observados no gel a partir da técnica BOX-PCR, foram convertidos
a uma matriz binaria e depois se fez uma analise de agrupamento com o algoritmo sem peso de
pares de grupo com medias aritmeticas (unweighted pair-group average — UPMGA), célculo
do indice de similaridade de Jaccard (para dados bindrios auséncia/presenca de banda,
codificados como 0 e 1) (HUNGRIA et al., 2008) e 10.000 bootstrap. O dendrograma foi gerado
usando o software PAST (Paleontological Statistics) versdo 3.05 (HAMMER et al., 2014).

3.4 Abordagem Independente de Cultivo
3.4.1 Extracdo de DNA da rizosfera e sequenciamento metagendmico

A extracdo do DNA total do solo foi feita com 0,25 g de rizosfera de cada planta (réplica)
e utilizou-se o kit comercial Power Soil DNA Extraction™ (MoBio) de acordo com as

instruces do fabricante. Depois, a verificacdo da qualidade do DNA extraido se fez em gel de



agarose 1% em cuba de eletroforese de 10 cm a 80V durante 50 min e usando marcador Low
Mass Ladder™ (Invitrogen®) 200-2.000 pb.

As amostras foram ajustadas a concentracdo de 5 ng p! de DNA e enviadas para
sequenciamento no Laboratério Multiusuarios Centralizado de Gendmica Funcional Aplicada
a Agropecuaria e Agroenergia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(http//genfis40.esalq.usp.br/multi/). O sequenciamento do DNA metagendmico foi realizado
em sequenciador MiSeq (lllumina®). As bibliotecas formam preparadas utilizando o kit

Nextera® DNA Sample Preparation (lllumina®).

3.4.2 Analise dos dados do sequenciamento metagendmico

Os dados metagendmicos gerados pelo sequenciador Illumina MiSeq (Illumina®) em
formato fast.q foram inseridos no servidor MG-RAST (Metagenome Rapid Annotation using
Subsystem Technology) (http//metagenomics.anl.gov/) (MEYER et al., 2008). Para a anotacdo
e classificacdo taxondmica e funcional, foram utilizados os parametros (default): Max. e-Value
Cutoff: 1e-5, Min. % Identity Cutoff: 60%, Min. Alignment Length Cutoff: 15. As anotacdes
taxondmicas estiveram baseadas no método Lowest Common Ancestor (LCA) e comparadas
com os bancos de dados M5NR e M5RNA. A abundéancia funcional foi anotada usando a

Classificacéo hierarquica e o banco de dados SEED Subsystems.

3.4.3 Analise estatistica dos dados metagendmicos

Os indices de diversidade e a analise de variancia (ANOVA, p < 0,05) foram obtidos a
partir duma planilha com o nimero de espécies de Bacteria, Archaea e Fungi com auxilio do
software PAST (Paleontological Statistics) versdao 3.05 (HAMMER et al., 2014).

Para analise estatistica dos dados metagendémicos foram usados os dados da frequéncia
relativa dos taxons e categorias funcionais em cada uma das amostras bulk soil, rizosfera de
IAC Alvorada e rizosfera de Wild Mex.

Fez-se Analise de Componentes Principais (PCA) para ordenar as amostras de bulk soil,
rizosfera de feijdo cultivado IAC Alvorada e feijdo selvagem Wild Mex de acordo ao nivel
taxondmico de filos de Bacteria, Archaea e Fungi.

A diferenca estatistica entre a frequéncia relativa dos filos de Bacteria, Archaea e Fungi,
bem como dos géneros e categorias funcionais (Subsystem: function) das amostras de bulk soil
e rizosferas, foi determinada mediante o teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05) com auxilio do
software STAMP (Statistical Analysis of Taxonomic and Functional Profiles) versdo 2.0.9
(PARKS; BEIKO, 2010).


http://metagenomics.anl.gov/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Abordagem Dependente de Cultivo
4.1.1 Isolamento de bactérias da rizosfera

A abundancia total de isolados (UFC g*! de solo rizosférico seco) nas rizosferas ndo
diferiu significativamente entre os dois gen6tipos de feijdo. O nimero médio de UFC gt de
solo rizosférico seco em IAC Alvorada foi de 3,66 x 107 e em Wild Mex foi de 4,39 x 10’
(Figura 3).

6,0E+07
5,5E+07 |
5,0E+07 |
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3,5E+07 | {

3,0E+07 |
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IA WM

Figura 3 — Abundanciade Unidades formadoras de colénias (UFC) por grama de solo seco na rizosfera de feijéo
cultivado IAC Alvorada (I1A) e feijao selvagem Wild Mex (WM), quantificadas em meio de cultura
TSBA

Esses nlmeros sdo concordantes com os descritos para outros solos e variam entre 107-
1010 células por grama de solo seco (WHITMAN et al., 1998; LAVELLE; SPAIN, 2003; van
ELSAS et al., 2007). Em solos de Terra Preta da Amazonia foi encontrado abundéncias de
bactérias entre 32 x 10% até 10 x 10’ UFC g! solo (RUIVO et al.,, TSAI et al., 2009); valores
superiores a 107 UFC g'* solo seco foram achados na camada entre 0-30 cm (TSAI et al., 2009).
Foi encontrado na rizosfera de 16 espécies vegetais agrondémicas que o nimero de UFC variou
entre 10° a 108 por grama de raiz fresca (SOMEYA et al. 2011). As variacOes das populagdes
microbianas na rizosfera se devem a muitos dos mesmos fatores que afetam a exsudacédo
radicular (CURL; TRUELOVE, 1986) como: a idade e fase fenologica daplanta (LUNDBERG
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et al., 2012; GARCIA-SALAMANCA et al., 2012), tipo de solo, fatores ambientais (luz,
temperatura, umidade, pH), aplicacdo de pesticidas e interacfes microbianas (NIHORIMBERE
et al., 2011; PHILIPPOT etal.,, 2013).

4.1.2 Caracterizacdo molecular de isolados bacterianos por BOX-PCR

Setenta isolados bacterianos foram obtidos da rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex e
34 da rizosfera do genotipo cultivado IAC Alvorada, totalizando 104 isolados.

No dendrograma gerado a partir dos perfis de bandas dos fragmentos de DNA através da
técnica de BOX-PCR, evidenciou-se a disposicdo de 92 grupos com 70% de similaridade
(Figura 4), o que indicou uma alta riqueza bacteriana, como confirmado pelo método
independente de cultivo (Tabela 5). Observou-se que ndo houve agrupamento dos isolados de
acordo com o hospedeiro (feijjao cultivado ou selvagem). Portanto, considerando a alta riqueza,
foi decidido testar todos os 104 isolados contra os patdgenos de feijao, Rhizoctonia solani e

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
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Figura 4 — Dendrograma dos 104 isolados bacterianos da rizosfera de feijao gendétipo selvagem Wild Mex (verde)
e cultivado IAC Alvorada (laranja) calculado com 10.000 bootstrap e indice de Jaccard. Os isolados

antagonistas estdo identificados coma letra A
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4.1.3 Inibicdo do crescimento de Rhizoctoniasolani e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

e identificacdo de antagonistas por sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

Dos 104 isolados bacterianos que foram avaliados para determinar a inibicdo do
crescimento micelial dos fungos patégenos do feijdo, R. solani e F. oxysporum f. sp. phaseoli.
Apenas 11 isolados exerceram inibicdo do crescimento do micélio de pelo menos uma cepa
patdgena testada; seis isolados foram obtidos da rizosfera do gendtipo de feijdo cultivado IAC
Alvorada e cinco do genotipo selvagem Wild Mex (Tabela 3 e Figura 5).

Deve-se considerar que 0s gendtipos selvagens de cultivos assim como a area de
distribuicdo séo importantes fontes de isolados com atividade antagonista de fitopatdgenos ou
com protecdo do estresse para seus hospedeiros (ZACHOW et al., 2014).

Tabela 3 — Identificacdo dos isolados bacterianos antagonistas a partir do sequenciamento parcial do gene 16S

rRNA e porcentagemde inibicdo do crescimento (PIC) micelial dos fungos patégenos do feijdo
Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

Codiao Identificacdo Porcentagem de inibicéo (PIC) ¢
dog Origen sequenciamento  Identidade  Linhagem de
isolado ® parcial gene 16S (%)° referencia® Rsl44  Rs Fo Fo160
rRNAP

TW2.4 Paenibacillus
mapu WM jamilae 100,00% CECT 5266 62,29 50,65 - 52,81
PW1.4 Brevibacillus
brru WM brevis 100,00% NBRC 100599 48,13 36,09 67,44 39,83
TISL5 Alcaligenes faecalis 0
laci 1A subsp. phenolicus 100,00% DSM 16503 - 48,11 - -
GRWS3. Streptomyces

WM ptomy 9950%  NRRL B-2260 - 3411 - 39,13
1 refu phaeopurpureus
TIS1.4 Pseudomonas
cuat IA protegens 100,00% CHAO - 40,98 36,51 -
TWS5.4 Streptomyces
maci WM olivoverticillatus 99,49% NBRC 15273 66,25 52,17 5645 56,93
Gl24 IA Pseudomonas
brre geniculata 99,12% ATCC 19374 63,42 40,76 57,41 50,22
TIS1.4 Achromobacter
maat IA animicus 100,00% LMG 26690 - 59,24 41,80 54,74
TIS1.4 Kitasatospora
brat IA azatica 100,00% IFO 13803 57,08 - - -
TIS14 A Stenotrophomonas )
prat daejeonensis 100,00% MJO3 - 51,45 - 52,66
TWS3.5 WM Streptomyces 0
ciat ochraceiscleroticus 100,00% NBRC 12394 82,50 ) 408 i

8 JA: rizosfera feijao cultivado IAC Alvorada; WM: rizosfera feijdo selvagem Wild Mex.
b Comparagdo com o banco de dados EzTaxon (KIM et al., 2012).
¢Rs144, Rs: Rhizoctoniasolani; Fo, Fo160: Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
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Figura 5 — Inibicdo do crescimento micelial dos fungos patégenos do feijdo Rhizoctonia solani e Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli pelas bactérias antagonistas isoladas das rizosferas de feijdo cultivado IAC
Alvorada e feijdo selvagem Wild Mex
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A comparagdo das sequéncias parciais do gene 16S rRNA com o banco de dados NCBI
deu como resultado que a maioria dos isolados teve afiliacdo taxondmica aos filos
Proteobacteria  (Alcaligenes, Achromobacter, Pseudomonas e Stenotrophomonas) e
Actinobacteria (Streptomyces e Kitasatospora); dois isolados pertenceram ao filo Firmicutes

(Paenibacillus e Brevibacillus) (Figura 6).
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Figura 6 — Arvore filogenética construida a partir do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dos isolados
bacterianos e das cepas de referéncia do banco de dados NCBI, usando o método de Inferéncia
Bayesiana no programa MrBayes. Os cédigos dos isolados aparecem em negrito e sublinhados,
acompanhados das acessdes mais similares encontradas no banco de dados EzTaxon

Uma explanacdo mais ampla sobre as bactérias antagonistas de patdgenos do feijdo sera
abordada na se¢do 4.2.3 “Busca dirigida das bactérias antagonistas de R. solani e F. oxysporum
f. sp. phaseoli nos metagenomas de bulk soil e rizosferas”.

ria
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4.2 Abordagem Independente de Cultivo
4.2.1 Sequenciamento metagenémico do microbioma da rizosfera do feijéo selvagemWild
Mex e do cultivado IAC Alvorada
Na Tabela 4 sdo mostrados o0s valores médios dos dados do sequenciamento
metagendmico do DNA das amostras de bulk soil (BS), rizosfera do feijjdo cultivado IAC
Alvorada (I1A) e do feijdo selvagem Wild Mex (WM), antes e depois do controle de qualidade
utilizado no servidor MG-RAST (http//metagenomics.anl.gov/). Nos Apéndices A, B, C
podem ser encontrados os dados completos do sequenciamento que foram obtidos do servidor
MG-RAST.

Tabela 4 — Valores médios (n = 5) dos dados do sequenciamento metagendmico das amostras de bulk soil de TPA
anotados pelo MG-RAST

Dado MG-RAST Amostras®

BS IA WM
Pré-Controle de qualidade
NUmero bp 942.915.548 416.297.151 658.164.196
NUmero sequéncias 3.463.425 1.560.122 2.619.267
Comprimento médio (pb) 265,0 268,2 251,0
Cont. Médio CG (%) 63,4 63,6 62,6
Pos-Controle de qualidade
NuUmero bp 727.226.068 328.262.388 502.630.731
Numero sequéncias 3.217.709 1.414.190 2.460.905
Comprimento médio (pb) 228,8 229,0 212,4
Cont. Médio CG (%) 63,6 63,6 62,6
Predicdo de proteinas 2.849.132 1.283.982 2.175.562
Proteinas identificadas 1.158.916 539.304 825.431
Categorias funcionais 915.216 424.214 643.413

aBS: bulk soil; IA: rizosfera feijao cultivado IAC Alvorada; WM: rizosfera feijdo selvagem Wild Mex

Igualmente, no servidor MG-RAST foram geradas as curvas de rarefacdo a partir das
sequéncias anotadas das amostras de bulk soil e rizosferas de IAC Alvorada e de Wild Mex
(Figura 7). As amostras WMD5, BS3 e BS4 registraram 0s valores mais altos de riqueza (nimero
de espécies). As curvas se apresentaram bastante ingremes a esquerda, o que indica que ainda

é possivel atingir uma cobertura maior das espécies gque se encontram nesses nichos ecoldgicos.
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Figura 7 — Curvas de rarefagcdo geradas no MG-RAST a partir dos dados do sequenciamento metagenémico do
DNA das amostras de bulk soil (BS), rizosfera de feijao cultivado IAC Alvorada (IA) e rizosfera de
feijdo selvagem Wild Mex (WM)

As formas das curvas foram similares com as obtidas por Kim et al. (2007) e Cannavan
(2007) no estudo de diversidade bacteriana em solos de TPA, onde as curvas de rarefagdo das
TPA mostraram maior riqueza quando comparadas com solo de floresta (KIM et al., 2007) e
com os solos originais ou adjacentes (CANNAVAN, 2007). Isto corrobora que os solos de TPA
sdo ecossistemas altamente complexos que abrigam uma vasta diversidade de organismos
(micro-organismos, insetos, plantas) que precisam de estudos encaminhados a determinar 0s
servicos ambientais que eles desempenham (KIM et al., 2007; RUIVO et al., TSAI et al., 2009).

O maior ndmero de sequéncias foi atribuido ao dominio Bacteria (BS: 98,38%; IA:
98,07%; WM: 97,28%), seguido pelos dominios Eukaryota (BS: 0,59%; IA: 1,01%; WM:
1,86%) e Archaea (BS: 0,85%; IA: 0,75%; WM: 0,69%) (Figura 8 e Apéndice D). A subdivisao
Fungi do dominio Eukaryota, teve uma frequéncia relativa de 0,13% no metagenoma do bulk
soil e 0,16% em ambas as rizosferas de feijéo.

Essa distribuicdo € coincidente com Souza et al. (2013), que através da abordagem de
sequenciamento shotgun num campo de soja, encontraram que a maioria das sequéncias foi
atribuida a Bacteria seguida de Archaea e Eukaryota, porém o valor da frequéncia relativa das
sequéncias ndo classificadas (46%) foi discordante. Apesar disso, deve considerar-se que dentro
de cada dominio, a frequéncia relativa de sequéncias ndo classificadas teve uma grande
proporcéo, particularmente nos dominios Bacteria (~28%) e Archaea (~12%) (Figuras 10e 12).
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Figura 8 — Namero de sequéncias (Log10) de Bacteria, Archaea, Eukaryota, Virus e sequéncias nao classificadas
anotadas no MG-RAST a partir dos dados do sequenciamento metagendmico do DNA das amostras
de bulk soil (BS), rizosfera de feijio cultivado IAC Alvorada (IA) e rizosfera de feijao selvagem Wild
Mex (WM)

Por outro lado, a respeito das estimativas da riqueza das amostras de bulk soil (2.766),
rizosfera de feijao cultivado IAC Alvorada (2.528) e rizosfera de feijdo selvagem Wild Mex
(2.721), como se observa na Tabela 5, ndo houve diferenca significativa entre elas (p < 0,05,
ANOVA). No entanto, o indice de diversidade de Simpson (1-D) teve diferenca significativa
(p < 0,05, ANOVA) entre as amostras, indicando que o bulk soil foi mais diverso do que as
rizosferas (p < 0,05, teste de Tukey). No indice de diversidade de Shannon ndo se observou
diferencas significativas entre as amostras (p < 0,05, ANOVA). O valor mais alto de
dominancia (D) que foi registrado no bulk soil foi diferente estatisticamente das rizosferas (p <
0,05, teste de Tukey). Esta observacao indica que alguns poucos td&xons dominam acomunidade
microbiana no bulk soil e esta domindncia é amenizada na colonizagdo da rizosfera.

Tabela 5 — Valores médios (n = 5) da riqueza de espécies (dominios Bacteria, Archaea e subdivisdo Fungi) e

indices de diversidade nas amostras de bulk soil (BS) e rizosferas de feijao cultivado IAC Alvorada
(1A) e de feijao selvagem Wild Mex (WM)

Amostra  Individuos ~ Dominancia (D) Chao (1) Equitabilidade (€"S) Simpson (D-1) Shannon (H)

BS 1.082.843a 0,0956a 2.766a 0,0298 a 0,9045 b 4215a
IA 498.522a 0,0885b 2.528a 0,0317 a 09114 a 4,237 a
WM 768.486a 0,0888b 2.721a 0,0312a 09112 a 4,254 a

Notas: Letras diferentes dentro da mesma coluna indicam diferencas significativas entre amostras (p < 0,05, teste
de Tukey).



Os resultados concordam com outros estudos, onde se indica que a riqueza é superior no
bulk soil do que na rizosfera (MAVINGUI etal., 1992; GARCIA-SALAMANCA et al., 2012).
O valor do indice da diversidade de Shannon no bulk soil, é similar aos encontrados por
Cannavan (2007), quem obteve indices de 4,286 e 4,783 em TPA de dois locais, e por Kim et
al. (2007) que encontraram um indice de 5,2 em TPA. Esses autores encontraram indices de
diversidade de Simpson muito baixos, Cannavan (2007) observou valores de 0,0259 e 0,0070
e Kim et al. (2007) encontraram valores 0,015 em TPA, isso corrobora que os solos de TPA sdo
um reservatério de uma alta diversidade microbioldgica.

Tem-se reportado que a diversidade na rizosfera é menor quando comparada com o bulk
soil (MARILLEY etal., 1998; GARCIA-SALAMANCA et al., 2012; PHILIPPOT et al., 2013).
Porem, é advertido que a discrepancia existente entre os diferentes estudos é devido aos
métodos utilizados para a amostragem da rizosfera (PHILIPPOT etal., 2013).

Hawkes et al. (2007), indicam que na rizosfera de plantas herbaceas dicotiled6neas
revelam maior riqueza de ordens quando comparadas com &rvores e gramineas e que plantas
fixadoras de nitrogénio tém maior riqueza de bactérias quando comparadas com plantas ndo
fixadoras de nitrogénio. A diversidade da comunidade microbiana é importante para ampliar a
funcionalidade o que poderia resultar em beneficio para a planta.

As Anélises de Componentes Principais (PCA), baseadas na abundancia dos filos de
Bacteria, Archaea e Fungi, mostraram agrupamentos das comunidades microbianas do bulk soil
e as rizosferas de feijdo. A soma dos dois componentes principais correspondeu a explicacao
de mais de 90% da varidancia dos dados em todos os dominios microbianos, como se observa
na Figura 9. Os filos bacterianos e fungicos do bulk soil e da rizosfera do feijjdo cultivado 1AC
Alvorada, mostraram uma ordenacdo mais homogénea do que os filos da rizosfera do gendtipo
selvagem Wild Mex, isso revela que possivelmente o genotipo cultivado seja mais seletivo para
0 recrutamento de bactérias e fungos do que o feijdo selvagem. Além disso, observou-se que as
comunidades microbianas de Bacteria e Fungi foram mais similares entre o bulk soil e a
rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada; enquanto que as comunidades de Archaea foram
mais similares entre as rizosferas.

Esses resultados séo parecidos com os obtidos por Zachow et al. (2014), os quais
encontraram que comunidades bacterianas da rizosfera de beterraba cultivada sdo mais
similares com o bulk soil do que com as comunidades da rizosfera da beterraba selvagem. Em
outro estudo, utilizando TPA, Souza et al. (2013) encontraram as comunidades bacterianas da
rizosfera de feijjdo-caupi claramente agrupadas, elas foram similares ao bulk soil de TPA e

notavelmente diferentes das comunidades bacterianas dos solos originarios adjacentes da TPA.
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Figura 9 — Analise de Componentes Principais (PCA) de filos de Bacteria (A), Archaea (B) e Fungi (C) em bulk
soil e rizosferas de feijdo cultivado IAC Alvorada e feijdo selvagem Wild Mex

Isto pode ser explicado pelo fato de que o solo é considerado um dos determinantes para

a montagem da comunidade microbiana na rizosfera por ser um reservatorio de micro-

organismos e ter propriedades fisico-quimicas que sustentam essa comunidade (McSPADDEN,

2004; PHILIPPOT et al., 2013). Por outro lado, a planta exerce uma pressdo seletiva sobre as

populacdes microbianas do solo através da secrecdo de exsudatos que atuam como moléculas

quimioatraentes ou repelentes de micro-organismos (LAMBERS et al, 2009; GARCIA-

SALAMANCA et al.,, 2012).
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4.2.2 Composigdo do microbioma da rizosfera do feijao
4.2.2.1 Composicdo da comunidade de Bacteria na rizosfera do feijéao

As sequéncias de Bacteria foram classificadas em 28 filos e um grupo de bactérias ndo
classificadas. Os filos que tiveram frequéncia relativa maior do que 1% foram: Proteobacteria,
Bacteria ndo classificadas, Actinobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes,
Firmicutes, Verrumicrobia, Cyanobacteria e Bacteroidetes (Figura 10).

A abundancia de alguns taxons quando comparada a outros que ocorrem em nimeros
muito baixos e limitam a sua deteccéo, é devido provavelmente a restricdo aos diferentes sitios
na rizosfera onde as condigdes fisico-quimicas sdo favoraveis para sua sobrevivéncia e
crescimento (ELSAS et al, 2007). As frequéncias relativas bem menores indicariam a alta
seletividade que tem a planta para que certos micro-organismos consigam existir na rizosfera.

A estrutura da comunidade bacteriana do bulk soil foi similar com a apresentada por
Cannavan (2011) em TPA de quatro locais diferentes, onde os filos mais abundantes (> 5%)
foram: Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria e Firmicutes. Por outro lado, em solo
agricola, Garcia-Salamanca et al. (2012) encontraram que no bulk soil os filos predominantes
foram: Acidobacteria, Bacteroidetes e Proteobacteria e na rizosfera do milho na ordem
decrescente foi: Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes.

Os filos Proteobacteria e Actinobacteria sdo muito bem representados na maioria de
rizosferas. Na meta-analise da caracterizacdo da comunidade bacteriana pelo gene 16S rRNA
de rizosferas de plantas herbaceas e lenhosas, o filo Proteobacteria dominou entre os filos
bacterianos (HAWKES et al., 2007). Proteobacteria é o maior e mais diverso filo de bactérias;
contém cinco classes onde estdo grupos importantes relacionados com os ciclos do carbono e
bactérias fixadoras de nitrogénio que formam simbiose com leguminosas. Actinobacteria sdo
altamente diversas morfologicamente, produzem enzimas extracelulares, alem da excrecédo de
metabolitos como antibioticos. O processo de fixacdo bioldgica de N2 nesse filo é mediado pelo
género Frankia (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Dos filos bacterianos anotados, s6 dez mostraram diferenca estatistica (p < 0,05, teste
de Kruskal-Wallis). Oito desses filos foram mais abundantes no bulk soil do que nas rizosferas,

como se mostra na Figura 10 e na Tabela 6.
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Figura 10 — Frequéncia relativa média (n = 5) dos filos de Bacteria no bulk soil (BS) e nas rizosferas de feijao
cultivado IAC Alvorada (I1A) e feijao selvagem Wild Mex (WM) (* indica diferenca estatistica, p <

0,05, teste de Kruskal-Wallis)

Tabela 6 — Filos de Bacteria significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e porcentagem da
frequéncia relativa média (n = 5) nas amostras de bulk soil (% BS) e rizosferas do feijao cultivado IAC
Alvorada (% IA) e feijao selvagemWild Mex (% WM)

Filo Valorp %BS %IA %WM
Bacteria ndo classificadas 0,023 28,81 2747 27,66
Acidobacteria 0,005 4,65 3,96 4,08
Verrucomicrobia 0,004 1,99 2,35 2,74
Planctomycetes 0,010 2,05 2,38 2,34
Firmicutes 0,049 2,04 1,90 1,84
Gemmatimonadetes 0,004 0,63 047 0,56
Nitrospirae 0,013 0,57 0,45 045
Deinococcus-Thermus 0,046 034 0,33 031
Synergistetes 0,036 0,05 0,05 0,05
Candidatus Poribacteria 0,023 0,03 0,03 0,03
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Considerando apenas as rizosferas, as maiores diferencas estiveram na frequéncia
relativa  dos filos: Bacteria ndo classificadas, Acidobacteria, Verrucomicrobia e
Gemmatimonadetes, os quais foram mais abundantes na rizosfera do feijdo selvagem Wild
Mex. Enquanto que na rizosfera do feijjdo cultivado IAC Alvorada, apareceram pequenas
diferencas na frequéncia relativa dos filos Firmicutes, Planctomycetes e Deinococcus-Thermus,
0S quais tiveram uma abundancia relativa ligeiramente superior quando comparados com o
genotipo selvagem. Os filos Candidatus Poribacteria, Nitrospirae e Synergistetes apareceram
em frequéncias relativamente iguais em ambas as rizosferas.

Acidobacteria foi mais abundante no bulk soil (4,65%) do que nas rizosferas. Na
rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex (4,08%) se apresentou com maior frequéncia relativa
do que na rizosfera do cultivado IAC Alvorada (3,96%). Este é um dos filos bacterianos
detectados mais abundantes nos solos, onde ocorrem em abundancias relativas entre 10 e 50%.
Os membros deste filo sdo muito dificeis de isolar. As propriedades de degradacao de polimeros
revelam as acidobactérias como decompositores. O papel de Acidobacteria no ciclo do
nitrogénio esta relacionada com a capacidade de reducdo de nitratos e nitritos. Membros deste
filo tém potencial para a resisténcia a dissecacdo, formacdo de biofilme, contribuicdo aestrutura
do solo e a producdo de novos compostos antimicrobianos (WARD et al, 2009;
CHALLACOMBE etal., 2011). Essas caracteristicas fazem provavelmente que este filo esteja
mais associado com o bulk soil do que com as rizosferas (FIERER et al., 2007; ROCHA et al.,
2013).

O grupo de filos Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chlamydiae é conhecido como o
superfilo PVC (KAMKE et al.,, 2014). Neste trabalho, dois membros desse superfilo tiveram
diferencas significativas entre as amostras de bulk soil e rizosferas, o filo Planctomycetes e o
filo Verrumicrobia. Esses filos estiveram entre os mais abundantes com frequéncia relativa
superior a 2% nas rizosferas de ambos os genotipos de feijdo.

O filo Planctomycetes apresentou uma frequéncia relativa superior na rizosfera do
fejjdo cultivado IAC Alvorada (2,38%) do que na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex
(2,34%) e no bulk soil (2,05%). Membros desse filo tém sido descobertos em solos (cultivados,
pastagens, floresta, e até solos térmicos) e ndo s6 em ambientes aquaticos. Estas bactérias sdo
muito difundidas no solo e numericamente abundantes em solos agricolas e florestais (4-7%).
As variaces no solo da matéria organica, contelido de Ca2* e pH estdo associadas com as
variagdes na composicdo da comunidade de Planctomycetes nos solos (BUCKLEY et al.,
2006). Planctomycetes é o Unico grupo bacteriano que ndo possui peptidoglicano nas paredes

celulares, é porisso que sdo resistentes aos antibioticos que inibem a sintese da parede celular
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como 0s B-lactamicos e vancomicina. A maioria de isolados crescem vagarosamente, S&0
aerdbicos ou quimiorganotroficos facultativos especializados no metabolismo de carboidratos.
Porém existe evidéncia que alguns grupos deste filo podem ser metilotroficos e alguns membros
deste filo possuem genes que codificam enzimas de transferéncia de C1, as quais tém sido
encontradas também em arqueias metanogénicas e Proteobacteria oxidadoras de metano
(FUERST; SAGULENKO, 2011).

O filo Verrucomicrobia mostrou uma frequéncia relativa maior na rizosfera do feijao
selvagem Wild Mex (2,74%) do que na rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada (2,35%).
Verrucomicrobia € estimado que compreenda entre 1,2-10,9% do total de bactérias no solo.
Ocorrem em muitos habitats, a maioria sdo eutroficos, inclusive ambientes gravemente
contaminados e em variadas temperaturas (SANGWAN et al, 2004). Sdo bactérias Gram-
negativas, com forma de cocos ou de haste. Tem poucos representantes cultivados
(SCHLESNER et al., 2006). Em solos de pastagem a classe Spartobacteria € encontrada
abundantemente, isso € possivel pela abundéancia do hospedeiro dessas bactérias (nematoides
do género Xiphinema) naqueles solos. Nos horizontes superficiais do solo a abundancia de
Verrucomicrobia pode estar relacionada ao estilo oligotréfico que tem Verrucomicrobia e
poderia corresponder a oxidacdo de metano que ocorre em profundidades similares em solos de
floresta (BERGMANN et al, 2011). Em sistemas de plantio direto, Verrucomicrobia foi um
dos filos predominantes (QUADROS et al, 2012). No estudo de Rocha et al. (2013), foi
encontrado que o género Candidatus Rhizospheria teve mais abundancia na rizosfera de alho-
por6 do que no bulk soil e o género Luteolibacter foi mais cosmopolita, apresentando-se nas
rizosferas de grama, batata e alho-poro.

O filo Gemmatimonadetes apresentou frequéncia relativa maior no bulk soil (0,63%).
Entre as rizosferas, o genotipo selvagem Wild Mex teve a maior frequéncia relativa (0,56%) do
que na rizosfera do feijio cultivado IAC Alvorada (0,47%). E reportado que
Gemmatimonadetes compreende entre 0,2-6,5% das comunidades bacterianas do solo. As mais
altas abundancias deste filo sdo encontradas em solos e desertos aridos e semiaridos com pH
neutro. Pode ser encontrado num amplo espectro de concentracGes de nutrientes e estados
redox, 0 que sugere que tem metabolismo versatil, permitindo ser organismos cosmopolitas
(DeBRUYN et al., 2011). Foi descoberto que a adubacdo nitrogenada dos solos incrementou a
abundancia relativa de Gemmatimonadetes (CARBONETTO et al., 2014; YIN et al. 2010).

O filo Firmicutes teve a maior frequéncia relativa no bulk soil (2,04%) e entre as
rizosferas foi superior na rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada (1,90%) do que na

rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex (1,84%). Este filo tem bactérias principalmente Gram-
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positivas com baixo contetdo mol% G + C no DNA (ZHANG; LU, 2015). As classes Bacilli e
Clostridia contém espécies formadoras de enddsporos que lhes permitem tolerar condicdes
ambientais severas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; BUECHE et al., 2013).

O filo Deinococcus-Thermus foi mais abundante no bulk soil (0,34%) e entre as
rizosferas a frequéncia relativa foi similar, sendo na rizosfera do feijdo cultivado superior
(0,33%) do que na rizosfera do feijao selvagem Wild Mex (0,31%). Este filo é conhecido por
ser uma das bactérias mais extremofilas. As bactérias de Deinococcus Sdo extremamente
resistentes a radiacdo UV, dissecacdo e radiagdo ionizante (THEODORAKOPOULOS et al,
2013). Séo resistentes a agentes que prejudicam o DNA devido ao altamente eficiente sistema
de reparacdo do DNA (GRIFFITHS; GUPTA, 2004). Por outro lado, Thermus sdo bactérias
termdfilas ou hiperterméfilas isoladas de corregos térmicos poluidos, agua corrente domestica
e industrial e de fontes hidrotermais com pH neutro a alcalino (THEODORAKOPOULQOS et
al, 2013; GRIFFITHS; GUPTA, 2004). O papel funcional deste filo na rizosfera ou no
crescimento da planta permanecem bastante inexplorados. A espécie Deinococcus ficus foi
isolada da rizosfera de Ficus religiosa L. é uma bactéria Gram-positiva, aerobica, cresce em pH
5,5-10, resistente a irradiagdo UV (LAl et al.,, 2006). Na Antartica, Deinococcus-Thermus foi
encontrado em solos secos com menos de 4% de umidade e de baixa produtividade
(NIEDERBERG et al.,, 2008). No Brasil, foi encontrado em uma mina de cobre e sua presenga
esteve correlacionada positivamente com o cobre e com outros metais como zinco e niquel
(PEREIRA et al., 2014).

Ofilo Candidatus Poribacteria foi mais abundante no bulk soil do que nas rizosferas e
entre as rizosferas registrou valores similares (~0,26%). Filogeneticamente esta situado como
um filo contiguo ao superfilo PVC (KAMKE et al., 2014). Este filo é reportado por ter membros
quase exclusivos encontrados em esponjas marinhas, mas também tem sido encontrado em
solos. E um filo que contém bactérias mixotroficas com capacidade para fixar CO2 pela via da
acetil coenzima A (CoA) (SIEGL et al, 2011; LUO et al., 2014). Proteinas da familia PhyH
nos membros deste filo, conferem a capacidade para a absor¢édo de fosforo orgénico dissolvido
(KAMKE et al., 2014).

O filo Nitrospirae também foi encontrado com alta frequéncia relativa no bulk soil
(0,57%) do que nas rizosferas, as quais tiveram similar frequéncia relativa (~0,45%). Séo
bactériass de forma de haste espiral ou curvado, oxidadoras de ferro, redutoras
quimiorganotroficos de sulfato e micro-organismos termofilos. Este filo contém o género
Nitrospira, o qual € oxidador de nitritos (CAUMETTE et al, 2011). Nitrospirae pode ser

encontrado em sistemas com manejo organico e pH elevado (ORR et al., 2011).
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Ja o filo Synergistetes teve uma frequéncia relativa ligeiramente superior no bulk soil
(0,05%) do que nas rizosferas (~0,048%). Esse filo é encontrado em varios ambientes
anaerobicos como solo, pocos de petréleo, tratos gastrointestinais e digestores anaerébicos onde
contribuem na producdo de biogds. S&o bactérias Gram-negativas, com forma de haste e
degradadoras de aminoacidos (JUMAS-BILAK et al., 2009). Vérias cepas e espécies deste filo
tém interesse para uso na area pecudria e de biodegradacio (DOMINGUEZ-BELLO et al.,
1997; DAVIS et al., 2012; SCHERR et al.,, 2012).

A presenca diferencial dos filos  Verrucomicrobia,  Acidobacteria e
Gemmatimonadetes na rizosfera de Wild Mex, sugere que esse genotipo foi capaz de recrutar
micro-organismos com metabolismos versateis, o filo Gemmatimonadetes pode ser indicador
da maior fixacdo de nitrogénio desse gendtipo, pois como foi indicado, este filo € estimulado
pelo nitrogénio (CARBONETTO et al., 2014; YIN et al. 2010). Contrariamente, a abundancia
dos filos na rizosfera do genotipo cultivado IAC Alvorada, como Firmicutes, Planctomycetes e
Deinococcus-Thermus, indica que na rizosfera desse genotipo existem locais com algum tipo
de estresse, pois bactérias desses filos ocorrem nessas condicdes (NIEDERBERG et al., 2008;
FUERST; SAGULENKO, 2011; BUECHE et al., 2013).

Quanto aos géneros de Bacteria, 150 géneros apresentaram diferenca significativa
(p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) na frequéncia relativa entre as amostras de bulk soil e as
rizosferas de feijao (Tabela 7).

Desses géneros, 85 foram mais abundantes no bulk soil, 48 géneros na rizosfera do
feijdo selvagem Wild Mex e 17 géneros na rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada.
Considerando apenas as rizosferas, como se mostra na Tabela 7, o genétipo selvagem Wild
Mex conseguiu recrutar mais géneros bacterianos (98) com frequéncia relativa superior do que
0 gendtipo cultivado 1AC Alvorada (52 géneros).

Os géneros bacterianos encontrados apresentam varias caracteristicas como: simbiose,
atenuacdo de estresses, formacdo de estruturas de sobrevivéncia, degradacdo de produtos
xenobi6ticos no solo, patogenicidade e promogdo do crescimento vegetal. Varios géneros sdo
generalistas, ou seja, aqueles que sobrevivem e sdo encontrados em grandes numeros no solo,
como por exemplo, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, actinobactérias e acidobactérias. O
outro tipo sdo o0s géneros especialistas que mostram preferéncia por tipos de solo ou condices
especificas para sobreviver, prosperam sob condigdes extremas no solo e estresses ambientais
(ELSAS et al., 2007).
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Tabela 7 — Géneros de Bacteria significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e porcentagem
da frequéncia relativa média (n = 5) nas amostras de bulk soil (% BS) e rizosferas do feijdo cultivado
IAC Alvorada (% IA) e do feijao selvagemWild Mex (% WM)

(continua)
Filo Classe Género? p %BS %IA %WM

Géneros com maior frequéncia relativa na rizosfera do feijao cultivado 1AC Alvorada

Proteobacteria a-Proteobacteria  U. a-Proteobacteria  0,0081 3398 3,118 3,156
Actinobacteria Actinobacteria Conexibacter 00242 2376 2455 2,142
Planctomycetes Planctomycetacia Gemmata 00464 0669 0768 0727
Acidobacteria U. Acidobacteria  U. Acidobacteria 0,0081 0,739 0614 0,634
Planctomycetes Planctomycetacia  U. Planctomycetaceae ~ 0,0104 0487 0581 0581
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Methylobacterium 0,0060 0573 0554 0,501
Actinobacteria Actinobacteria Micromonospora 0,0090 0471 0359 0,351
Actinobacteria Actinobacteria Arthrobacter 0,0493 0180 0291 0171
Proteobacteria B-Proteobacteria  Cupriavidus 00493 0255 0271 0232
Planctomycetes Planctomycetacia  Pirellula 00087 0187 0249 0,247
Proteobacteria B-Proteobacteria  Variovorax 00263 0129 0209 0,183
Firmicutes Bacilli Bacillus 0,0081 0,243 0203 0,190
Actinobacteria Actinobacteria Geodermatophilus 0,0478 0173 0173 0,156
Actinobacteria Actinobacteria Nakamurella 00324 0142 04155 0,140
Proteobacteria o-Proteobacteria  Desulfovibrio 00263 0163 0150 0,145
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Hyphomicrobium 0,0087 0179 0149 0,144
Planctomycetes Planctomycetacia  Blastopirellula 00185 0124 0142 0138
Actinobacteria Actinobacteria Thermomonospora 00063 0128 0137 0122
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Agrobacterium 0,0140 0,075 0115 0,096
Actinobacteria Actinobacteria Salinispora 00271 0116 0113 0,103
Firmicutes Bacilli Paenibacillus 00271 o04117 0109 0,107
Proteobacteria a-Proteobacteria  Starkeya 00324 0113 07104 0,098
Proteobacteria y-Proteobacteria Nitrosococcus 0,0263 0,116 0,00 0,100
Firmicutes Clostridia Thermaerobacter 0,0140 0,105 0,100 0,091
Cyanobacteria Gloeobacteria Gloeobacter 00075 0110 0100 0,095
Deinococcus-Thermus ~ Deinococci Deinococcus 0,0455 0,100 0,099 0,089
Proteobacteria B-Proteobacteria  Bordetella 00424 0101 0088 0,087
Proteobacteria o-Proteobacteria . 5-Proteobacteria 00070 0001 0082 0,078
Deinococcus-Thermus  Deinococci Meiothermus 0,0424 008 0081 0,079
Proteobacteria o-Proteobacteria Parvibaculum 0,0092 0,077 0065 0,065
Proteobacteria a-Proteobacteria  Xanthobacter 0,0392 0,066 0062 0,059
Proteobacteria o-Proteobacteria Methylocella 0,0155 0,067 0059 0,056
Proteobacteria a-Proteobacteria.  Roseomonas 0,0090 0,072 0,059 0,059
Firmicutes Bacilli U. Bacillaceae 0,0068 0,060 0044 0,039
Proteobacteria a-Proteobacteria  Roseobacter 0,0185 0,043 0041 0,037
Proteobacteria B-Proteobacteria  Nitrosospira 00178 0040 0037 0,036
Proteobacteria B-Proteobacteria  verminephrobacter 00178 0038 0036 0,033
Proteobacteria a-Proteobacteria  Beijerinckia 0,0344 0041 0035 0,034
Actinobacteria Actinobacteria Thermobifida 00140 0,029 0033 0,026
Proteobacteria a-Proteobacteria  Acidiphilium 0,0178 0,033 0033 0031
Proteobacteria o-Proteobacteria  Aurantimonas 00271 0,036 0031 0,030



63

Tabela 7 — Géneros de Bacteria significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e porcentagem
da frequéncia relativa média (n = 5) nas amostras de bulk soil (% BS) e rizosferas do feijdo cultivado

IAC Alvorada (% IA) e do feijado selvagemWild Mex (% WM)
(continuacgéo)

Filo Classe Género p %BS %IA %WM
Actinobacteria Actinobacteria U. Micrococcaceae 00128 0,013 0025 0,012
Planctomycetes Planctomycetacia  U. Planctomycetales 00140 0019 0025 0,022
Actinobacteria Actinobacteria Dermacoccus 00324 0016 0016 0013
Proteobacteria a-Proteobacteria U, Hyphomicrobiaceae 00178 0018 0014 0,013
Proteobacteria a-Proteobacteria  ca. Puniceispirillum 00478 0011 0011 0,009
Proteobacteria a-Proteobacteria  Dinoroseobacter 00424 0011 0010 0,008
Proteobacteria B-Proteobacteria  y, Nitrosomonadaceae  0,0063 0011 0009 0,008
Proteobacteria y-Proteobacteria ~ Chromohalobacter 00305 0008 0007 0,006
Acidobacteria Acidobacteria U. Acidobacteriales  0,0455 0008 0006 0,006
Aquificae Aquificae Hydrogenobaculum 0,0088 0003 0002 0,001
Firmicutes Clostridia Catonella 00248 0001 0001 0,001
Géneros com maior frequéncia relativa na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex
U. Bacteria U. Bacteria U. Bacteria 0,0226 28814 27466 27,662
Proteobacteria U. Proteobacteria  U. Proteobacteria 00124 6487 5881 6,071
Acidobacteria Solibacteres Ca. Solibacter 00113 2470 2157 2,197
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Rhizobium 0,0090 0260 1,905 2,047
Verrucomicrobia Verrucomicrobiae  u.verrucomicrobiasub.3 ~ 0,0045 0642 0878 1,039
Proteobacteria a-Proteobacteria U. Rhizobiaceae 0,0092 0151 0860 0,919
Proteobacteria B-Proteobacteria  y, Burkholderiales 00344 0715 0709 0813
Proteobacteria p-Proteobacteria  y. p-Proteobacteria 00263 0766 0663 0726
Proteobacteria p-Proteobacteria  Burkholderia 00242 0734 0673 0,680
Acidobacteria U. Acidobacteria  Ca. Koribacter 00052 0,721 058 0,621
Gemmatimonadetes  Gemmatimonadetes =~ Gemmatimonas 0,0037 0615 0463 0,549
Proteobacteria d-Proteobacteria  Anaeromyxobacter 00271 0607 0516 0547
Proteobacteria y-Proteobacteria  U.y-Proteobacteria 00185 0409 0342 0410
Nitrospirae Nitrospira Nitrospira 00113 0516 0403 0,406
Verrucomicrobia U. Verrucomicrobia ~ U. Verrucomicrobia 0,0031 0288 0332 0,383
Acidobacteria Acidobacteria Acidobacterium 0,0060 0413 0348 0,363
Planctomycetes Planctomycetacia  Planctomyces 0,0093 0301 0346 0,358
Verrucomicrobia Opitutae Opitutus 00059 0237 0274 0342
Actinobacteria Actinobacteria U. Micromonosporaceae ~ 0,0090 0388 0250 0,254
Proteobacteria y-Proteobacteria ~ U. Xanthomonadaceae 0,0060 0208 0094 0,182
Proteobacteria a-Proteobacteria  U. d. o-Proteobacteria  0,0059 0209 0184 0,170
Verrucomicrobia Verrucomicrobiae  Verrucomicrobium 0,0240 04126 0143 0,155
Proteobacteria a-Proteobacteria  U. Sphingomonadales  0,0019 0225 0081 0,134
Proteobacteria y-Proteobacteria  U. d. y-Proteobacteria  0,0167 0,148 0128 0,131
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Phenylobacterium 0,0464 0113 0098 0,120
Proteobacteria B-Proteobacteria ~ Polaromonas 00498 0118 0109 0118
Proteobacteria y-Proteobacteria ~ Xanthomonas 00081 04126 0083 0112
Acidobacteria Acidobacteria Terriglobus 00093 0119 0101 0,108
Proteobacteria o-Proteobacteria ~ Sphingomonas 0,0019 0153 0089 0108
Proteobacteria p-Proteobacteria  Methylibium 00263 0065 0068 0,09



Tabela 7 — Géneros de Bacteria significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e porcentagem
da frequéncia relativa média (n = 5) nas amostras de bulk soil (% BS) e rizosferas do feijdo cultivado

IAC Alvorada (% 1A) e do feijao selvagemWild Mex (% WM)
(continuacg&o)

Filo Classe Género p %BS %IA %WM
Proteobacteria a-Proteobacteria  u. sphingomonadaceae  0,0019 0179 0068 0,09
Firmicutes Bacilli U. Bacillales 00365 0106 0095 0,09
Bacteroidetes Sphingobacteria Rhodothermus 00380 0008 0085 0,090
Proteobacteria y-Proteobacteria  U. Enterobacteriaceae  0,0265 0,089 0080 0,089
Proteobacteria o-Proteobacteria  Syntrophobacter 00133 0104 0088 0,088
Bacteroidetes Sphingobacteria Mucilaginibacter 00380 0045 0058 0,077
Proteobacteria a-Proteobacteria  Azospirillum 00498 0083 0075 0,075
Proteobacteria B-Proteobacteria  Leptothrix 00437 0063 0061 0,074
Proteobacteria B-Proteobacteria ~ Achromobacter 00090 0080 0073 0,073
Acidobacteria Acidobacteria U. Acidobacteriaceae 0,0207 0,079 0065 0,070
Verrucomicrobia Opitutae U. Opitutaceae 00059 0030 0043 0,069
Verrucomicrobia Opitutae U. d. Opitutaceae 00108 0038 0048 0,068
Proteobacteria y-Proteobacteria ~ Marinobacter 00358 0075 0065 0,067
Acidobacteria U. Acidobacteria  U. Acidobacteria 00128 0080 0067 0,066
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Novosphingobium 00092 0054 0039 0,055
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Rhodomicrobium 00081 0067 0052 0,054
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Sphingobium 0,0019 0066 0043 0,051
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Sphingopyxis 00209 0066 0030 0,048
Cyanobacteria U. Cyanobacteria ~ Acaryochloris 00189 0052 0046 0,047
Deinococcus-Thermus ~ Deinococci Truepera 00189 0051 0046 0046
Proteobacteria a-Proteobacteria  Erythrobacter 00040 0051 0031 0,040
Proteobacteria a-Proteobacteria  Brevundimonas 0,0087 0,037 0029 0,039
Bacteroidetes Cytophagia Microscilla 00455 0031 0034 0,037
Proteobacteria a-Proteobacteria  Oceanicola 00185 0038 0033 0034
Bacteroidetes Sphingobacteria U. Sphingobacteriaceae 00162 0018 0023 0,033
Bacteroidetes Flavobacteria U. Flavobacteriaceae 0,0263 0025 0026 0,033
Proteobacteria o-Proteobacteria  Desulfuromonas 00498 0040 0032 0,033
Proteobacteria [-Proteobacteria Dechloromonas 00324 0035 0028 0032
Cyanobacteria U. Cyanobacteria ~ Microcystis 00271 0031 0027 0,032
Proteobacteria B-Proteobacteria  U.d. Burkholderiales 0,0240 0016 0021 0,032
Proteobacteria y-Proteobacteria ~ Pseudoxanthomonas 0,0068 0036 0021 0,031
Bacteroidetes Cytophagia U. Cytophagales 00478 0,017 0017 0,028
Ca. Poribacteria U. Ca. Poribacteria U. Ca. Poribacteria 00226 0030 0026 0,026
Chlorobi Chlorobia Chloroherpeton 00380 0023 0020 0,02
Chlorobi Chlorobia U. Chlorobiaceae 0,0478 0,025 0,023 0,026
Proteobacteria B-Proteobacteria  U. Oxalobacteraceae 0,0365 0024 0018 0,023
Firmicutes Bacilli Brevibacillus 00077 0027 0020 0,023
Verrucomicrobia Opitutae Coraliomargarita 00183 0016 0019 0,022
Bacteroidetes Flavobacteria Maribacter 00455 0015 0014 0,017
Proteobacteria B-Proteobacteria  Curvibacter 00380 0012 0015 0017
Acidobacteria U. Acidobacteria  Ca. Chloracidobacterium 00305 0018 0014 0,016
Chlamydiae Chlamydiae U. Chlamydiales 00437 0010 0012 0015
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Tabela 7 — Géneros de Bacteria significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e porcentagem
da frequéncia relativa média (n = 5) nas amostras de bulk soil (% BS) e rizosferas do feijdo cultivado

IAC Alvorada (% IA) e do feijao selvagemWild Mex (% WM)

(concluséo)

Filo Classe Género p %BS %IA %WM
Bacteroidetes Flavobacteria U. Flavobacteria 00226 0009 0009 0,013
Bacteroidetes Cytophagia Leadbetterella 00189 0014 0010 0013
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Citromicrobium 00025 0,017 0009 0,012
Actinobacteria Actinobacteria Leifsonia 00242 0007 0011 0012
Bacteroidetes Flavobacteria Zunongwangia 00113 0008 0006 0,009
Cyanobacteria U. Cyanobacteria ~ Synechocystis 0,0092 0,011 0007 0008
Chlamydiae Chlamydiae Waddlia 00207 0005 0008 0,008
Bacteroidetes U. Bacteroidetes  Ca. Amoebophilus 00271 0,005 0005 0008
Verrucomicrobia Opitutae U. Opitutae 00324 0004 0006 0,008
Firmicutes Clostridia Syntrophomonas 00140 0009 0006 0,008
Bacteroidetes Flavobacteria Capnocytophaga 00090 0004 0004 0,007
Bacteroidetes Flavobacteria Gramella 00189 0007 0005 0,007
Proteobacteria y-Proteobacteria Colwellia 00324 0006 0005 0,007
Proteobacteria a-Proteobacteria ~ Zymomonas 00162 0010 0005 0,006
Proteobacteria y-Proteobacteria Neptuniibacter 0,0347 0005 0005 0,006
Proteobacteria y-Proteobacteria ~ Methylophaga 00185 0005 0004 0,005
Aquificae Aaquificae Thermocrinis 00122 0005 0003 0,005
Elusimicrobia Elusimicrobia Elusimicrobium 00493 0004 0003 0,005
Actinobacteria Actinobacteria U. Microbacteriaceae 0,0271 0001 0002 0,003
Proteobacteria e-Proteobacteria  U. Campylobacterales  0,0493 0001 0001 0,003
Proteobacteria y-Proteobacteria ~ Thiomicrospira 00380 0003 0002 0,002
Aaquificae Aaquificae U. Hydrogenothermaceae  0,0388 0,001 0001 0,002
Proteobacteria y-Proteobacteria ~ U. Oceanospirillales 00081 0002 0001 0,002
Proteobacteria a-Proteobacteria  U. Rhodospirillales 00324 0002 0001 0001
Actinobacteria Actinobacteria U. Dermacoccaceae 00221 0000 0001 0,001
Proteobacteria e-Proteobacteria U. Helicobacteraceae 0,0292 0000 0000 0,001

aU.: Unclassified (ndo classificado); U. d.: ndo classificado derivado de; Ca.: Candidatus.

4.2.2.2 Géneros bacterianos fixadores de nitrogénio na rizosfera de feijao

O nitrogénio € requerido por todos 0s organismos Vivos para a sintese de proteinas,

acidos nucleicos e outros compostos que contém nitrogénio. O nitrogénio atmosférico (N2)

contido na atmosfera precisa ser fixado ou reduzido (combinado com hidrogénio) para amdnia

(NH3) para ser usado pelas plantas. Essa conversdo do N2 para NHs (aménia) é realizada por

varias bactérias. Uma vez fixado, as plantas usam este nitrogénio para construir proteinas que
entram e passam através da cadeia trofica (PENA-CABRIALES; ALEXANDER, 1983).
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Figura 11 — Frequéncia relativa média (n = 5) dos géneros fixadores de nitrogénio significativamente diferentes (p
< 0,05, teste de Kruskal-Wallis) entre o bulk soil (BS) e as rizosferas de feijao cultivado IAC Alvorada
(IA) e feijao selvagem Wild Mex (WM)

Comparando as rizosferas, 0s géneros Rhizobium, Burkholderia e Azospirillum foram
relativamente mais abundantes na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex do que na rizosfera
do feijio cultivado IAC Alvorada, onde Beijerinckia e Variovorax apresentam uma frequéncia
relativa maior (Figura 11).

O género Rhizobium (o-Proteobacteria) € bem conhecido pela sua capacidade para
fixar N2. Este género foi relativamente maior na rizosfera do genotipo selvagem Wild Mex
(2,05%) do que no genotipo cultivado IAC Alvorada (1,90%) e muito superior, como era
esperado, do que o bulk soil (0,26%). Isto leva a inferir que o solo rizosférico pode ser um
indicador do nivel dasimbiose entre Rhizobium e diferentes genotipos de feijao e que a rizosfera
é um microambiente mais favoravel para a manutencdo de Rhizobium do que o solo sem plantas
ou sem leguminosas parceiras, onde tém que usar rapidamente uma variedade de compostos
organicos do solo como fontes nutricionais para o crescimento, além de lidar competindo com
outras bactérias e ser consumidos por protozoarios (PENA-CABRIALES; ALEXANDER,
1983; GERMIDA, 1988).

O feijdo é considerado um hospedeiro promiscuo e é nodulado por uma variedade de
rizébios. O estresse ambiental, como acidez, altas temperaturas do solo e baixo conteido de
umidade nos solos, € limitante para a fixacdo de nitrogénio e para a simbiose rizobios-feijdo em
grandes areas no mundo (GUTIERREZ; BARRAQUIO, 2010; KASCHUK et al., 2006). Nos
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solos do Brasil, tem sido reportada a simbiose do feifjdo com Rhizobium tropici, R. etli, R.
leguminosarum e R. girdinii e com bactérias dos géneros, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Burkholderia, Mesorhizobium e Sinorhizobium (KASCHUK et al., 2006; TORRES et al., 2009;
SILVA et al., 2012).

A diferenga encontrada entre as frequéncias relativas de Rhizobium nas rizosferas do
feijdo cultivado e selvagem concorda com outros estudos onde se reporta que a seletividade de
Rhizobium é afetada pelo tipo de solo, manejo do cultivo e pelo cultivar utilizado. Assim,
Kaschuk et al. (2006), encontraram que em sistemas de plantio direto, onde a oscilagdo da
temperatura e umidade no solo é homogénea e ha grande disponibilidade de Ce N, houve maior
capacidade de fixagdo de N2 do que nos sistemas convencionais de plantio, onde as bactérias
precisam metabolizar um maior ndmero de compostos de Ce N, desempenhando varias funcbes
para sobreviver além da sua fungdo de fixar nitrogénio. Em outro estudo no Meéxico, foi
encontrado maior eficiéncia na interacdo entre R. etli e racas locais de feijao do que em areas
com manejo convencional. O uso de adubos quimicos nitrogenados e de novas e homogéneas
variedades de feijdo tiveram efeito sobre a interacdo de Rhizobium com os gen6tipos de feijao
(SOUZA et al, 1997). Também foi demonstrado que Rhizobium elti tém altos niveis de
simbiose com feijoes selvagens, a maioria de isolados foram obtidos desses feijdes e as
populacbes se agruparam de forma homogénea em comparacdo com os feijoes cultivados
(SOUZA et al.,, 1994). No Brasil, Torres et al. (2009) encontraram que o feijdo Mineiro Precoce
(origem andina) capturou a maioria dos rizobios isolados (Mesorhizobium loti e Rhizobium
tropici) do que o feijdo Ouro Negro (origem mesoamericana). Kawaka et al. (2014) observaram
incremento do peso seco, concentracdo de nitrogénio e maior simbiose nas plantas de feijao
com os rizbbios nativos do que nas plantas com os inoculantes comerciais.

O género Burkholderia (B-Proteobacteria) foi encontrado com maior frequéncia no
bulk soil (0,73%) do que nas rizosferas nas quais foi similar (~0,68%). Isto é explicado pelo
fato de que se trata de uma bactéria capaz de fixar N2 tanto como bactéria de vida livre bem
como em simbiose com espécies leguminosas. Esta bactéria tem sido isolada no Brasil em solos
da Amazonia muito &cidos e demostrou a habilidade de fixar nitrogénio como micro-organismo
de vida livre, solubilizar fosfato de calcio e possuir atividade antifingica in vitro contra
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (SILVA etal., 2012). Essas caracteristicas fazem que varias
espécies Burkholderia sejam consideradas como rizobactérias promotoras do crescimento
vegetal (PGPR) (CABALLERO-MELLADO et al, 2007; PEIX et al., 2001; SILVA et al,
2012). Esta bactéria é o principal simbionte nodulador de espécies de leguminosas Mimosa spp.
(CYRIL et al, 2010; ELLIOT et al. 2007). Peix et al. (2001), observaram incremento
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significativo do conteudo de fosforo e nitrogénio nas plantas de feijdo inoculadas com a cepa
B. cepacia SAOCV2 do que as plantas ndo inoculadas, além do aumento do nimero de ndédulos
e inibicdo do crescimento de F. solani f. sp. phaseoli nas plantas. Resultados similares foram
obtidos por Sanchez et al. (1994) que inocularam sementes de feijdo com a cepa de B. cepacia
UPR 5C e a severidade de Macrophomina phaseolina diminuiu 71% e encontraram
compatibilidade com Rhizobium phaseoli CIAT 632.

O género Azospirillum (a-Proteobacteria) teve ligeiras variages na frequéncia relativa
entre o bulk e as rizosferas de feijao, sendo maior no bulk soil (0,083%) do que nas rizosferas
(0,075%). Azospirillum pode sobreviver no solo devido a que forma estruturas celulares
dormentes chamados cistos que também podem ser formas ativas capazes de fixar nitrogénio
na auséncia duma fonte externa de carbono (BASHAN; HOLGUIN, 1996). Este género se
caracteriza por conter bactérias de vida livre fixadoras de nitrogénio. Se pode encontrar
associado tanto com raizes de gramineas quanto como com especies ndo gramineas como as
leguminosas nas quais tem sido descoberto que incrementa a nodulagdo por rizdbios
(ANTOUN; PREVOLST, 2006). E uma rizobactéria muito versatil, pois além da fixacio de
nitrogénio, é capaz de mineralizar nutrientes do solo, sequestrar Fe (BARASSI et al., 2007) e
produzir fitohormdnios (BASHAN; HOLGUIN, 1996).

O género Beijerinckia (o-Proteobacteria) também ocorreu mais abundantemente no
bulk soil (0,04%) do que nas rizosferas (~0,03%). Provavelmente isso seja devido ao fato de
serem bactérias de vida livre, aer6bicas também com capacidade de fixar N2 e extremamente
tolerantes a acidez (até 2,7 pH). Este género é encontrado em solos tropicais, por exemplo, um
isolado Beijerinckia derxii obtido do solo de Cerrado produziu AlA, poliaminas e etileno, além
disso, produziu muco pode melhorar a retencdo de agua no solo o que beneficia as plantas
(THULER et al., 2003).

O g@énero Variovorax (B-Proteobacteria) mostrou maior frequéncia relativa nas
rizosferas (~0,20%) do que no bulk soil (0,13%). Este género esta associado a promocéo do
crescimento vegetal como parte do consércio com diazotroficos noduladores (JAMIESON et
al, 2009) e também desempenha um importante papel como biodegradador celulolitico e
formador de biofilmes complexos (MAIMAITI et al.,, 2007; GHIO etal., 2012).

4.2.2.3 Géneros bacterianos nitrificadores na rizosfera de feijao
A nitrificacdo (oxidacdo de amdnia e de nitritos) € feita por bactérias litotroficas
nitrificantes presentes numa grande variedade de habitats como solos, roxas, agua doce e

marinha e sedimentos (KOOPS et al., 2001); é realizada pelas bactérias oxidadoras de aménia
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(AOB) e pelas bactérias oxidadoras de nitritos (NOB), geralmente a primeira etapa (oxidagao
de ambnia) é dada numa taxa limitante (FREITAG et al, 2005). Ao contrario das AOB, as NOB
sdo altamente diversas em ambientes complexos do solo (XIA et al., 2011).

Os micro-organismo litotr6ficos AOB sdo Nitrosococcus (y-Proteobacteria),
Nitrosospira e Nitrosomonas (-Proteobacteria) (KOOPS et al., 2001; XIA et al., 2011).

Os géneros significativamente diferentes de AOB encontradas no bulk soil e rizosferas
foram Nitrosococcus e Nitrosospira. O género Nitrosomonas ndo teve diferencas significativas
na frequéncia relativa entre as amostras de bulk soil e rizosferas, e foi mais abundante no bulk
soil (0,05%, dado ndo mostrado). Nitrosococcus e Nitrosospira tiveram maior frequéncia
relativa no bulk soil (respectivamente 0,116% e 0,040%) do que nas rizosferas (respectivamente
~0,100% e ~0,036%), onde a diferenca nas frequéncias relativas foi menor. Estes géneros
ocorrem em solos naturais (charnecas, pastagens e solos de floresta) acidos (pH 4-6), roxas
(naturais e pedras para construcdo) e ocasionalmente em agua doce (KOOPS et al., 2001). O
género Nitrosococcus foi mais abundante que Nitrosospira, isto € esperado, pois Nitrosococcus
colabora como o dominante nitrificador dentro das bactérias oxidadoras de amdnia nas camadas
hipdxicas de varias zonas com oxigénio minimo nas quais a oxidacdo de ambnia domina o
processo de remover nitrogénio do sistema (MATSUBA et al., 2003; CAMPBELL et al., 2011).
Nitrosospira € sensivel a variacdo da temperatura, umidade e fertilidade do solo. A abundancia
desse género tende a ser maior quando a umidade do solo e a temperatura aumentam
(AVRAHAMI; BOHANNAN, 2007) e é restringida a solos éacidos (MARTIKAINEN;
NURMIAHO-ASSILA, 1985; BOER et al., 1995; NUGROHO et al., 2006).

A comunidade de NOB é composta por Nitrotoga (B-Proteobacteria), Nitrobacter (o-
Proteobacteria), Nitrococcus (y-Proteobacteria), Nitrospina (5-Proteobacteria) e Nitrospira
(Nitrospirae) (KOOPS etal.,, 2001; XIA etal., 2011).

O Unico género das NOB significativamente diferente entre o bulk soil e as rizosferas,
foi Nitrospira e foi o mais abundante no bulk soil (0,516%) do que nas rizosferas. Entre as
rizosferas, apresentou frequéncia relativamente maior na rizosfera de feijdo selvagem Wild Mex
(0,406%) do que na rizosfera de feijdo cultivado IAC Alvorada (0,403%). Com o
sequenciamento metagendmico também foram detectados outros géneros NOB, como
Nitrobacter e Nitrococcus, mas ndo foram significativamente diferentes entre as amostras de
bulk soil e rizosferas, esses géneros mostraram uma frequéncia relativa superior no bulk soil
(0,17% e 0,04%, respectivamente; dados ndo mostrados) do que nas rizosferas (~0,16% e
~0,03%, respectivamente; dados ndo mostrados). Nitrospira como NOB sdo bactérias

estrategistas K (ATTARD etal.,, 2010). Nitrospira estdo entre as bactérias oxidadoras de nitritos
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mais diversas e amplamente difundidas nos ecossistemas naturais. Possuem a enzima nitrito
Oxido-redutase (NXR) e outras proteinas para a oxidacdo de nitritos e parecem ser bastante
eficientes em substratos com baixas concentracdes de nitritos (KOOPS et al., 2001; LUCKER
et al., 2010), isso pode corroborar o estilo de vida mixotrofico que lhe permite competir com
sucesso nos ambientes naturais e pode fornecer mais evidéncia da selegdo para nitrificadores
pouco adaptados nos solos (DAEBELER et al., 2014). Novos grupos de Nitrospira apareceram
em solos de pastagem que foram adubados com nitrogénio durante um longo periodo do que
nos solos ndo adubados. A ubiquidade e alta abundancia de Nitrospira em comunidades
naturais, poderia indicar que Nitrospira desempenha outras funcbes nos processos do
ecossistema alem da oxidacdo de nitritos, pois essa funcdo ndo poderia suportar esses altos
niveis populacionais (FREITAG et al., 2005).

4.2.2.4 Géneros bacterianos solubilizadores de fosfato na rizosfera de feijao

Do mesmo modo como o nitrogénio, o fosforo também € um elemento essencial para
a sobrevivéncia da célula devido a sua presenca nos lipidios e &cidos nucleicos, bem como seus
papéis na modificacdo proteica pds-tradugdo e transferéncia de energia (GOLDSMITH et al.,
2011). Os micro-organismos aumentam a disponibilidade de P as plantas através da
mineralizacdo do fosforo organico no solo e através da solubilizacdo de fosfatos precipitados.
A solubilizacdo do fosforo € uma atividade determinada pelos micro-organismos que produzem
metabdlitos como &cidos organicos, 0s quais através dos seus grupos hidroxila e carboxila
quelatam o cation (Al, Fe, Ca) ligado ao fosfato e o fosfato € convertido para formas soliveis.
As bactérias sdo mais eficientes na solubilizacdo de fésforo do que fungos. Da populacdo
microbiana inteira, 1-50% é constituido por bactérias solubilizadoras de fdsforo, enquanto que
fungos solubilizadores de fosforo alcancam 0,1-0,5% da solubilizacdo potencial do fosforo
(KHAN et al., 2009). Espécies bacterianas de: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium e
Enterobacter, Nitrosomonas e Thiobacillus podem dissolver fosfatos mediante a producdo de
acidos. Cepas de Enterobacter, Arthrobacter, Azotobacter possuem a habilidade de solubilizar
fosfato de tri-calcio (TCP), além disso, essas cepas produzem uma significativa quantidade de
EPS. Fungos como Penicillium e Aspergillus sdo os mais potentes solubilizadores de fosforo.
O fungo nematofago Arthrobotrys oligospora tem a habilidade de solubilizar roxas fosforicas
(SHARMA et al., 2013). Neste trabalho, os géneros Rhizobium, Bacillus e Arthrobacter foram
0s géneros que apresentaram diferenca significativa na frequéncia relativa entre as amostras de
bulk soil e as rizosferas de feijjdo cultivado IAC Alvorada e selvagem Wild Mex, como foi
descrito anteriormente.
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O género Bacillus (Firmicutes) apareceu relativamente mais abundante no bulk soil
(0,24%) do que nas rizosferas onde teve frequéncias relativas similares (~0,20%). Isso pode ser
possivelmente porque muitas espécies podem crescer no solo como saprofiticas e tém a
capacidade de formar esporos para sua sobrevivéncia durante periodos desfavoraveis (VILAIN
et al., 2006; PANDEY; PALNI, 1997; RAMOS et al., 1998). Os valores nas rizosferas podem
ser devido a diferencas dos exsudatos radiculares para atrair essas espécies, pois foi
demonstrado em plantas de pepino que o exsudato &cido citrico funcionou como quimioatrae nte
e 0 acido fumérico como um estimulador da formacdo do biofilme por Bacillus
amyloliquefaciens SQR9 (LIU et al., 2014). No feijdo, o acido fumarico, o acido oxalico e o
acido maleico sdo detectados nos exsudatos radiculares (TAWARAYA et al, 2014). Este
género tem sido de grande interesse por ser uma das rizobactérias promotoras do crescimento
vegetal (PGPR). Em vérios estudos in vitro e in vivo com Varios cultivos, cepas e espécies de
Bacillus tém mostrado promocdo do crescimento vegetal e atividade antagonista. Membros
deste género sdo capazes de formar sideroforos, fitase, AIA (KARIMI etal., 2012; HUANG et
al., 2015), ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato) deaminase, ciandgenos, enzimas liticas
como xilanase, oxalato oxidase e solubilizacdo de varias fontes de fosfatos organicos e
inorganicos bem como potéssio e zinco (ROY; HABIB, 2009; KUMAR et al., 2012). Vérias
espécies tém sido efetivas para o biocontrole de fitopatbgenos como: Macrophomina
phaseolina, Fusarium oxysporum, F. solani, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani,
Colletotrichum sp. e Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (KUMAR et al., 2012;
HUANG et al., 2015). Cepas de B. subtilis produzem os antibioticos iturina A e surfactina o0s
quais estariam envolvidos na supressdo de doengas (McSPADDEN, 2004).

O género Arthrobacter (Actinobacteria) teve maior frequéncia relativa na rizosfera do
fejjdo cultivado IAC Alvorada (0,29%) do que no bulk soil e na rizosfera do feijao selvagem
Wild Mex (~0,18%). Este género é frequentemente isolado do solo, sdo bactérias aerdbicas,
metabdlica e ecologicamente diversas, tém a habilidade de sobreviver em ambientes com
condicdes adversas (limitacdo nutricional, radiacdo ionizante, quimicos tdxicos) por longos
periodos de tempo (ESCHBACH et al, 2003; MONGODIN et al., 2006). E um 6timo
solubilizador de fosfatos atraves da secrecdo de &cidos organicos (acido citrico, &cido
glucénico, acido latico, &cido sucinico, acido propidnico) e demonstrou atividade de promog¢édo
do crescimento vegetal (CHEN et al., 2006; BANERJEE et al., 2010).
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4.2.2.5 Géneros bacterianos oxido-redutores do enxofre na rizosfera de feijao

O enxofre é requerido pelos organismos para a sintese de proteinas. A transformacéao
biologica do enxofre é um processo ciclico que compreende componentes aerdbicos e
anaerébicos. A maxima oxidacdo que o enxofre apresenta é como sulfato (SO427) o qual é
reduzido para sulfito (S?°) pela maioria de bactérias, fungos e plantas antes da incorporacédo em
aminoacidos. Este processo é chamado como reducdo assimilatoria do sulfato e é puramente
um processo biosintético. Virtualmente todo o sulfato reduzido é liberado como sulfito (S?%°) e
poderia ser convertido para &cido sulfidrico (H2S) ou sulfeto (HS"). A reducgdo dissimilatoria do
sulfato é feita anaerébicamente pelas bactérias redutoras de sulfato (GIBSON, 1990).

O ¢@énero Thiomicrospira (y-Proteobacteria) teve uma frequéncia relativa
extremamente baixa nas amostras e foi ligeiramente superior no bulk soil (0,003%) em
comparacdo com as rizosferas (0,002%). Esse @énero, junto com Thiobacillus (B-
Proteobacteria) e Thiosphaera (a-Proteobacteria), sdo bactérias Gram-negativas atualmente
conhecidas como micro-organismos oxidadores de enxofre, que exibem crescimento
quimiolitotrofico sobre compostos de enxofre inorganico, principalmente como sulfureto,
enxofre e tiossulfato, mas heter6trofos como Paracoccus, Xanthobacter, Algaligenes e
Pseudomonas também conseguem oxidar enxofre (VIDYALAKSHMI et al., 2009). O principal
produto da oxidacdo é o sulfato, mas enxofre também é formado em meio de crescimento in
vitro. A forma celular de Thiomicrospira lhe permite penetrar facilmente em pequenos capilares
nas particulas de lama. Thiomicrospira é altamente tolerante ao sulfureto (KUENEN;
VELDKAMP, 1972).

Os géneros Desulfovibrio e Desulfuromonas (6-Proteobacteria), conhecidas como
bactérias redutoras de sulfato, tiveram uma frequéncia relativa superior no bulk soil (~0,10%)
do que nas rizosferas (0,09%) e Desulfovibrio foi dominante sobre Desulfuromonas. O sulfato
é reduzido a sulfito hidrogénio (H2S) através das bactérias anaerdbicas obrigatorias do género
Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfomonas e Desulforomonas. Esse processo ocorre
facilmente em situacbes onde a compactagdo do solo contendo sulfato e o encharcamento de
agua, restringem a difusdo do oxigénio e fornecem o suficiente sulfato como o aceptor terminal
de elétrons para as bactérias anaerdbicas (DALSGAARD; BAK, 1994; MOORE et al., 1976).
Desulfovibrio pode ocupar diferentes nichos dentro do habitat do solo e, portanto, € esperado
que uma cepa supere a outra num ambiente altamente heterogéneo como o solo, isto possibilita
que um vasto nomero de organismos similares coexista dentro de um ecossistema
(ROSENCRANTZ etal., 1999).
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4.2.2.6 Ocorréncia de géneros de Cyanobacteria na rizosfera de feijao

O filo Cyanobacteria esteve representado por quatro géneros Qque apresentaram
diferengas significativas na frequéncia relativa entre as amostras de bulk soil e as rizosferas
(Gloeobacter, Acaryochloris, Microcystis e Synechocystis). Cyanobacteria no solo exercem
funcdes como a fotossintese oxigénica, fixacdo de nitrogénio, liberam AIA, a mucilagem que
secretam pode contribuir na formacdo de agregados do solo e podem solubilizar fosfatos
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O género Gloeobacter apresentou uma frequéncia relativa ligeiramente superior no
bulk soil (0,11%) do que nas rizosferas (~0,10). Este género contém bactérias que desenvolvem
a fotossintese no citoplasma porque ndo tém tilacoides; pode ser isolada de roxas calcarias e de
cavernas, tém crescimento lento (72 h), temperatura 27-37°C e luz fraca (NAKAMURA et al.,
2003; SAW et al., 2013).

O género Acaryochloris teve uma frequéncia relativamente superior no bulk soil
(0,051%) do que nas rizosferas, onde apresentou frequéncias relativas similares (~0,045%).
Este género é particular devido a que usa a clorofila d como seu principal pigmento
fotossintético. E encontrada em varios nichos ecoldgicos. A vantagem de usar a clorofila d e
clorofilas de comprimentos de onda longa em cianobactéria, é que tem propriedades Unicas de
absorcdo e seu potencial incremento na eficiéncia fotossintética (SWINGLEY et al.,, 2008;
LOUGHLIN etal., 2013; NARIKAWA et al.,, 2015).

O género Microcystis mostrou valores de frequéncias relativas similares no bulk soil e
nas rizosferas, foi ligeiramente superior na rizosfera do feijao selvagem Wild Mex (0,032%).
Estas cianobactérias sdo capazes de crescer com baixos niveis de fosforo e também tém a
habilidade para acumular fosforo (BALDIA et al., 2007). Utiliza eficientemente o fosforo de
lugares onde é limitante, pode utilizar tanto o fosforo disponivel ligado a aluminio, ferro ou
argila bem como o fosforo ligado a carbonato, apatita e fosforo residual, pelo qual é dominante
em lagos eutroficos (BALDIA et al. 2007; OKUBO et al., 2012).

O género Synechocystis teve baixos e similares valores de frequéncias relativas no bulk
soil e rizosferas, e foi relativamente maior no bulk soil (0,01%). Este género libera oxigénio
que permite a proliferacdo de metanotrdficos, o que contribui na aceleracdo da oxidacdo do
metano. A oxidacdo do metano pode consumir até 90% do metano potencial; essa fungdo €
realizada pelos metanotroficos que sdo abundantes em sitios Oxicos como agua estancada na
superficie do solo e rizosfera do arroz, eles oxidam o metano para diéxido de carbono obtendo
energia desta reacdo (PRASANNA et al., 2002).
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4.2.2.7 Géneros de Acidobacteria, Planctomycetes, Verrucomicroba e Bacteroidetes na
rizosfera de feijdo

Candidatus Solibacter foi Unico género significativamente diferente de Acidobacteria
entre as amostras de bulk soil e rizosferas, além disso foi um dos géneros mais abundantes, teve
maior frequéncia relativa no bulk soil (2,47%) do que nas rizosferas, onde apresentou
frequéncia relativa maior na rizosfera do feijao selvagem Wild Mex (2,20%) do que na rizosfera
do feijdo cultivado IAC Alvorada (2,16%). A domindncia de Candidatus Solibacter no bulk soil
pode ser devido a sua caracteristica especialista, dado que tem a habilidade de biogénese da
parede celular o que incrementa a percepcao e a resposta as mudancas ambientais para manter
0 seu metabolismo (CHALLACOMBE et al., 2011). Espécies como Ca. Solibacter usitatus
cepa Ellin6076 tém habilidade de usar substratos complexos em baixas concentragdes como
xileno, hemicelulose, pectina, amido e quitina 0 que as torna mais competitivas do que outras
espécies (WARD et al., 2009; CHALLACOMBE et al., 2011).

Géneros do filo Planctomycetes como Planctomyces foi mais abundante na rizosfera
de Wild Mex (0,36%) do que no bulk soil (0,30%) e rizosfera do feijao cultivado IAC Alvorada
(0,35%). Esse género resulta mais abundante quando existem condicBes andxicas como nos
solos alagados de arroz onde a diversidade de Planctomyces € maior no bulk soil do que na
rizosfera éxica, isso pode indicar que a distribuicdo do oxigénio no solo afeta a comunidade de
membros do filo Planctomycetes (BUCKLEY et al., 2006).

O outro género de Planctomycetes foi Pirellula que teve valores superiores e similares
de frequéncia relativa nas rizosferas (~0,25%) do que no bulk soil (0,19%). Esse género é
aerébico e heterotrofico que pode ocorrer tanto em habitats terrestres quanto marinhos. Podem
crescer em condicOes limitantes de nitrogénio e carbono, o que lhes permite sobreviver até por
longos periodos quando existe esgotamento de nutrientes. Além disso, a expressdo de
carotenoides protege as células da irradiagio UV (GLOCKNER et al., 2003)

O filo Verrucomicrobia esteve representado significativamente pelo género
Verrucomicrobium que apresentou frequéncia relativa similar nas rizosferas do que no bulk soil
(~0,14%), sendo maior na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex (~0,15%). Esse género esta
conformado por bactérias com mdltiplas prostecas (extensdes ou apéndices) que ajudam na
fixacdo das células as superficies. Verrucomicrobium spinosum é a Unica espécie do género.
Tem sido isolado de ambientes aquaticos eutroficos (SCHLESNER et al., 2006; YOON, 2011).

Outro género de Verrucomicrobia foi Opitutus o qual também foi mais abundante na
rizosfera do feijao selvagem Wild Mex (0,34%). Tem-se reportado a espécie Opitutus terrae

como uma bactéria anaerobica obrigatoria. A cepa O. terrae PB90-1 foi isolada de solo da
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cultura de arroz. O metabolismo de Opitutus parece ser apropriado para 0 crescimento neste
solo pelos polissacarideos derivados da planta e pela interacdo com metan6genos em resposta
as pressdes parciais do hidrogénio. E capaz de reduzir nitrato para nitritos e cresce em pH 5,5-
9,0 a temperaturas entre 10-37°C (CHIN etal., 2001; PASSEL et al., 2011).

O género Zunongwangia (Bacteroidetes: Flavobacteria) teve frequéncias relativas
extremamente baixas, sendo superior ligeiramente na rizosfera no bulk soil e na rizosfera do
feijdo selvagem Wild Mex. Sao bactérias que possuem versatilidade metabodlica e extensas
capacidades hidroliticas para utilizar recursos do ambiente, hidrolisam materiais organicos no
sedimento, especialmente carboidratos e nitrogénio organico proteico como quitina e proteinas
além de produzir exopolissacarideos (EPS) (QIN etal., 2010; SUN et al., 2014).

4.2.2.8 Composicdo da comunidade de Archaea na rizosfera do feijao

Archaea constitui uma fragdo importante da biomassa microbiana na Terra;
desempenha um papel importante nos ciclos geoquimicos globais e membros deste dominio
influenciam nas emissbes de gases de efeito estufa. A parede da membrana celular em Archaea
€ Unica e pode estar relacionada as condicdes extremas de temperatura, salinidade e pressdo
onde elas habitam. (OFFRE et al, 2013). O dominio possui cinco filos: Euryarchaeota
(metanogénicas, halofilicas e termofilas) (TIMONEN; BOMBERG, 2009), Crenarchaeota
(termdfilas ligadas ao ciclo do enxofre) (SCHLEPER et al, 1997; PRESTON et al., 1996;
HALLAM et al., 2006), Thaumarchaeota (oxidadoras de amdnia, mesofilicas, abundantes em
ambientes terrestres) (PESTER et al, 2011), Korarchaeota (ndo possui representantes
cultivdveis) e Nanoarchaeota (organismos muito pequenos de 400 nm, hiperterméfilas)
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os filos Euryarchaeota, Thaumarchaeota, Crenarchaeota e arqueias nao classificadas
mostraram maior frequéncia relativa tanto no bulk soil quanto nas rizosferas de feijdo (Figura
12). Porém, nenhum dos filos de Archaea apresentou diferenca significativa na frequéncia
relativa entre as amostras de bulk soil e rizosferas de feijdo (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis).

Os filos Crenarchaeota e Euryarchaeota foram detectados como mais abundantes em
amostras de TPA do sitio Hatahara por Cannavan (2011), porém a propor¢do de Crenarchaeota
(88,8%) foi muito superior a encontrada aqui. Isso provavelmente é devido a que por muito
tempo houve a confusdo entre a definichio dos filos Crenarchaeota e Thaumarcheaota;
recentemente o filo Thaumarcheaota foi separado de Crenarchaeota (GUPTA; SHAMI, 2011;
PESTER etal., 2011).
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Figura 12 — Frequéncia relativa média (n = 5) dos filos de Archaea no bulk soil (BS) e nas rizosferas de feijao tipo
cultivado IAC Alvorada e feijao selvagem Wild Mex (WM)

O fato de ndo terem sido detectadas diferengas significativas entre os filos de Archaea
no bulk soil e nas rizosferas, € provavel porque a maioria das arqueias sdo generalistas, sua
ecologia ndo depende da concentracdo de nitrogénio ou do estado da matéria organica, nem da
presenca de raizes vivas ou da abundante presenca de outros organismos (DONG et al., 2015).

O filo Euryarchaeota incrementou a frequéncia relativa nas rizosferas de feijdo, o
contrario ocorreu com Thaumarchaeota, Crenarchaeota e arqueias ndo classificadas, que
diminuiram nas rizosferas quando comparados com o bulk soil.

Quanto aos géneros de Archaea, foram oito géneros que apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) entre as amostras de bulk soil e rizosferas de
feijdo (Tabela 8).

Tabela 8 — Géneros de Archaea significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e porcentagem
da frequéncia relativa média (n = 5) nas amostras de bulk soil (% BS) e rizosferas do feijdo cultivado
IAC Alvorada (% IA) e do feijdo selvagemWild Mex (% WM)

Filo Classe Género? Valorp %BS %IA % WM
Crenarchaeota ~ Thermoprotei U. Desulfurococcaceae  0,0087 0,071 0,128 0,067
Crenarchaeota ~ Thermoprotei U. Thermoproteales ~ 0,0445 0030 0,063 0,024
Euryarchaeota ~ U. Euryarchaeota ~ U. Euryarchaeota 0,0124 2871 3368 3,800
Euryarchaeota ~ Halobacteria Natrialba 0,0263 0649 0748 0,882
Euryarchaeota ~ U. Euryarchaeota ~ Ca. Micrarchaeum 0,0464 0169 0320 0,248
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanoregula 0,0498 0812 0715 0982
Thaumarchaeota U. Thaumarchaeota U. Thaumarchaeota  0,0178 4955 4220 4,239
Thaumarchaeota U. Thaumarchaeota Nitrosopumilus 0,0263 5539 4448 4,410

aU.: Unclassified (ndo classificado); Ca.: Candidatus
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Dois géneros pertenceram ao filo Crenarchaeota (um género ndo classificado da
familia Desulfurococcaceae e outro ndo classificado da ordem Thermoproteales), dois ao filo
Thaumarchaeota (ndo classificado do filo Thaumarchaeota e Nitrosopumilus) e quatro
corresponderam ao filo Euryarchaeota (ndo classificado do Euryarchaeota, Natrialba,

Candidatus Micrarchaeum e Methanoregula).

4.2.2.9 Crenarchaeota na rizosfera de feijao

O filo Crenarchaeota compreende a Unica classe de arqueias Thermoprotei a qual
contém trés ordens: Thermoproteales, Desulforococcales e Sulfolobales. Tém sido identificados
marcadores moleculares para distinguir membros entre Crenarchaeota e Thaumarchaeota em
diferentes ambientes. E preciso de mais estudos para o descobrimento de novas caracteristicas
bioquimicas e fisiolégicas que sdo Unicas desse grupo de arqueias e que poderiam ser
responsaveis pela sua adaptacdo a ambientes especificos (GUPTA; SHAMI, 2011).

Ambos os géneros ndo classificados do filo Crenarchaeota foram mais abundantes na
rizosfera do gendtipo cultivado IAC Alvorada. Foi determinado em tomate que Crenarchaeota
tém maior frequéncia nas raizes jovens de uma semana de idade e colonizam as regibes mais
velhas dessas raizes (SIMON et al., 2000). Sliwinski e Goodman (2004) encontraram que a
diversidade de Crenarchaeota na rizosfera é distinta do bulk soil e que h& incremento da riqueza
na rizosfera quando comparada com a riqueza do bulk soil e parece que as associacGes de
Crenarchaeota com as plantas em ambientes nativos ndo séo resultado das interagbes entre
plantas e micro-organismos, mas sdo mediadas pelas condicdes ambientais, pelo que se acredita
que Crenarchaeota ndo depende da linhagem da planta para ocorrer. Por outro lado, foi
reportado que Crenarchaeota € atraido pelo fungo micorrizico Paxillus involutus em espécies
arbéreas (BOMBERG; TIMONEN, 2008).

4.2.2.10 Euryarchaeota na rizosfera de feijao

O filo Euryarchaeota é um filo ubiquo que contém espécies produtoras de metano,
porém também pode conter oxidadoras de metano, fixadoras de nitrogénio e redutoras de
nitrato. O conhecimento sobre a diversidade de Euryarchaeota em solos é escasso
(POPLAWSKI et al., 2007; TIMONEN; BOMBERG, 2009). Tém sido encontradas espécies
desse filo em solos de pastagem, cevada e arroz (POPLAWSKI et al.,, 2007; HU et al., 2013).
O pH do solo parece ser o fator predominante na formacdo das comunidades terrestres de
Euryarchaeota (HU et al., 2013). Nicol et al. (2003) determinaram que as populacdes de

metanogénicos se incrementaram com mudanga da cobertura vegetal e aplicacdo de nitrogénio
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inorganico nos solos de pastagem. Em solos alagados da Amazonia foram encontrados
membros do filo Euryarchaeota pertencentes as classes Methanococci e Methanomicrobia,
ambos os grupos metandgenos (PAZINATO etal.,, 2010). O incremento de Euryarchaeota nas
rizosferas de feijio pode ser devido & fixagdo de nitrogénio, pois 0 Hz que é usado um agente
redutor para converter 0 CO2 ametano durante a respiracdo anaerdbica por metandgenos, € um
subproduto da fixagdo de N2 pelas leguminosas (NELSON et al., 2010).

Os géneros do filo Euryarchaeota mostraram maiores abundancias nas rizosferas do
que no bulk soil. Na rizosfera do gen6tipo selvagem Wild Mex foram encontradas as maiores
abundancias de trés dos quatro géneros significativamente diferentes. Candidatus
Micrarchaeum foi 0 género mais abundante encontrado na rizosfera do gen6tipo cultivado 1AC
Alvorada (0,32%).

O género Natrialba (Euryarchaeota) registrou a maior frequéncia relativa na rizosfera
do feijdo selvagem Wild Mex (0,88%) em comparacdo com o bulk soil (0,65%) e a rizosfera do
gendtipo cultivado IAC Alvorada (0,75%). Membros do género Natrialba tém mostrado
capacidade para produzir xilanase, amilase, caseinase, gelatinase e celulase, sdo capazes de
crescer sob condi¢Bes haloalcalifilicas (15-20% de sal e pH 9,5) (PATIL; BAJEKAL, 2013).

O género Methanoregula (Euryarchaeota) apresentou a maior frequéncia relativa na
rizosfera do feijjdo selvagem Wild Mex (0,98%). Methanoregula compreende um grupo de
metanogénicos fortemente acidofilos (pH 4,0-5), sdo encontrados principalmente em ambientes
alagados como lamas e pantanos (JUOTTONEN et al., 2008; BRAUER et al., 2011). Por outro
lado, 0 género Candidatus Micrarchaeum (Euryarchaeota) teve maior frequéncia relativa na
rizosfera do feijjao cultivado IAC Alvorada (0,32%). Esse género codifica genes capazes da

beta-oxidacdo de &cidos organicos e pode ter respiracdo aerobica (HEDLUND et al., 2014).

4.2.2.11 Thaumarcheaota na rizosfera de feijdo

Arqueias do filo Thaumarcheaota inicialmente foram classificadas como
Crenarchaeota mesofilicas. Compreende arqueias oxidadoras de aménia (AOA) que sao
encontradas numa ampla gama de pH, temperatura, salinidade e concentracfes de fosfato. A
oxidacdo de aménia recentemente foi expandida para Archaea e em ambientes terrestres pouco
se conhece sobre isso (PRATSCHER et al., 2011). Algumas AOA séo adaptadas a ambientes
suffidicos (PESTER et al.,, 2011). S8o capazes de usar a oxidagdo de amdnia como fonte de
energia nos ambientes oligotroficos e fixar carbono pela via 3-hidroxipropionato/4-
hidroxibutrirato (KIM et al., 2011; PRATSCHER et al., 2011). Em alguns solos a abundancia

e diversidade deste grupo pode abranger até 10% do total da comunidade de procariotos e em
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outros menos de 0,5% (CHELIUS; TRIPLETT, 2001). Tem-se encontrado maiores
abundancias em solos adubados organicamente do que naqueles adubados quimicamente
(TAYLOR et al.,, 2010; XU et al, 2012). Estudar a abundancia e composicdo das arqueias
oxidadoras de amonia e o entendimento de como as propriedades do solo influenciam este
grupo, tem implicacbes ao longo prazo para agricultura sustentavel porque poderiam habitar
nos nichos onde as bactérias oxidadoras de amdnia ndo sdo capazes de sobreviver (CHEN et
al., 2008; TAYLOR etal., 2010; QUADROS et al., 2012).

Os géneros do filo Thaumarchaeota apresentaram maior abundancia no bulk soil
(~5,25%) do que nas rizosferas (4,33%). Esses micro-organismos sao conhecidos por ser
oxidadores de ambnia (AOA). Os resultados obtidos, sugerem que no bulk soil, esses micro-
organismos podem ter maiores populacdes por ser oxidadores de aménia e fixar carbono em
ambientes oligotroficos (TAYLOR et al., 2010; KIM et al., 2011; XIA et al, 2011; AMIN et
al., 2013). Os valores da frequéncia relativa do género Nitrosopumilus nas rizosferas pode ser
justificado porque espécies como Nitrosopumilus maritimus podem também sobreviver em
ambientes como a rizosfera onde existe alta disponibilidade de nutrientes (SCHLEPER, 2010;
NAKAGAWA; STAHL, 2013; CHEN et al., 2008).

4.2.2.12 Composicdo da comunidade de Fungi na rizosfera do feijéo

Os fungos podem ser unicelulares e/ou filamentosos. Os unicelulares sdo as leveduras
com diametro das células entre 1-6 pm. Os fungos filamentosos consistem em hifas que se
ramificam em varias direcdes coletivamente. Chytridiomycota podem ser unicelulares ou
formar cadeias de células com rizoides para apoio ou absor¢do. Zygomycota tém geralmente
micélios ndo septados, mas podem ocorrer septos em alguns grupos. Glomeromycota possuem
hifas coenociticas a esparsamente septadas e produzem esporos com parede celular quitinosa e
rigida, sdo conhecidos como fungos arbusculares ou vesiculo-arbusculares que formam
simbiose com plantas. Ascomycota sdo geralmente de micélio septado, mas podem ocorrer
formas unicelulares (leveduras). Basidiomycota tém um septo complexo com doliporos e
algumas vezes com grampos de conexdo; algumas espécies crescem como leveduras
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Geralmente os fungos sdo sapréfitos, o micélio ocupa um
grande volume no solo e produz uma ampla variedade de enzimas que atuam sobre a matéria
organica e compostos minerais para liberar 0s nutrientes e energia que o fungo precisa para
crescer (AISLABIE; DESLIPPE, 2013).

Em Fungi, os filos Basidiomycota, Glomeromycota e fungos ndo classificados

aumentaram a frequéncia relativa nas rizosferas quando comparadas com o bulk soil.
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Contrariamente, ofilo Ascomycota teve menor frequéncia relativa nas rizosferas do que no bulk

soil, como se observa na Figura 13.

WM 86,02% 12,71%
1A 90,16% 9,37%
BS 91,57% 8,11%
Ascomycota Basidiomycota
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Unclassified Fungi* m Glomeromycota* Ascomycota*
Basidiomycota M Blastocladiomycota B Chytridiomycota

Figura 13 — Frequéncia relativa média (n = 5) dos filos da subdivisdo Fungi no bulk soil (BS) e nas rizosferas de
feijdo cultivado IAC Alvorada e feijao selvagem Wild Mex (WM) (* indica diferenca estatistica de
acordo ao teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05)

Os filos Glomeromycota, Ascomycota e o grupo de fungos ndo classificados,
apresentaram diferenca estatistica significativa entre o bulk soil e as rizosferas, segundo o teste
de Kruskal-Wallis (p < 0,05), como se mostra na Tabela 9.

E reportado que os filos Ascomycota (ordem Hypocreales) e Glomeromycota (Glomus
spp.) podem responder rapidamente aos rizodepdsitos (PHILIPPOT et al., 2013). Isso sugere
que o genotipo selvagem Wild Mex é capaz de secretar exsudatos que contribuem a coloniza¢do
por fungos micorrizicos, ao contrario do genotipo cultivado IAC Alvorada cujos exsudatos
poderiam selecionar ascomicetos, alguns dos quais, como espécies patogenas de Fusarium,

podem ter impactos negativos no desenvolvimento da planta.

Tabela 9 — Filos da subdivisdo Fungi significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e
porcentagem da frequéncia relativa média (n = 5) nas amostras de bulk soil (% BS) e rizosferas do
feijdo cultivado IAC Alvorada (% IA) e do feijao selvagem Wild Mex (% WM)

Filo Valor p % BS % 1A % WM
Ascomycota 0,030 9157 90,16 86,02
Glomeromycota 0,008 0,17 0,32 0,88

Unclassified Fungi 0,023 0,07 0,13 0,33
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Por outro lado, 11 géneros de fungos mostraram diferenga significativa na frequéncia
relativa (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) entre o bulk soil e as rizosferas. Eles correspondem
aos filos, Ascomycota, Basidiomycota e Glomeromycota e a um grupo de ndo classificados,
como se observa na Tabela 10.

No bulk soil foram encontrados cinco géneros mais abundantes, todos pertencentes ao
filo Ascomycota. Apenas um género ndo classificado de Ascomycota foi mais abundante na
rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada. Os géneros dos filos Basidiomycota e
Glomeromycota e a fungos ndo classificados, apresentaram frequéncias relativas
significativamente maiores na rizosfera do genotipo selvagem Wild Mex do que na rizosfera do
feijdo cultivado IAC Alvorada e bulk soil.

Tabela 10 — Géneros de Fungi significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e porcentagem da
frequéncia relativa média (n = 5) nas amostras de bulk soil (% BS) e rizosferas do feijao cultivado
IAC Alvorada (% IA) e do feijao selvagemWild Mex (% WM)

Filo Classe Género? Valorp %BS %IA %WM
Ascomycota Sordariomycetes Sordaria 00077 2761 1,004 1,762
Ascomycota Eurotiomycetes U. Trichocomaceae 00098 4640 3883 2,615
Ascomycota Sordariomycetes U. Nectriaceae 00263 0313 1555 1,089
Ascomycota Dothideomycetes Cochliobolus 0,0314 0,083 0,000 0,000
Ascomycota Pneumocystidomycetes Pneumocystis 00316 0172 0000 0014
Ascomycota Dothideomycetes Pyrenophora 00324 1631 1079 1474
Basidiomycota ~ U. Basidiomycota Hemileia 00037 0,000 1,361 4,261
Basidiomycota ~ U. Basidiomycota U. Basidiomycota 0,0081 0585 0769 1,298
Glomeromycota  Glomeromycetes U. Glomeromycetes  0,0318 0000 0,000 0,052
Glomeromycota  Glomeromycetes Glomus 0,0463 0173 0250 0,604
U. Fungi U. Fungi U. Fungi 00234 0073 0132 0,331

aU.: Unclassified (ndo classificado).

4.2.2.13 Ocorréncia de Ascomycota e Basidiomycota na rizosfera do feijao

O filo Ascomycota foi mais abundante no bulk soil (91,57%) do que nas rizosferas.
Comparando entre as rizosferas, este filo apresentou a maior frequéncia relativa na rizosfera do
feijdo cultivado IAC Alvorada (90,16%). O filo Ascomycota é o maior e mais diverso dos filos
de Fungi, compreende géneros colonizadores do solo bem conhecidos como Aspergillus,
Fusarium e Penicillium. Algumas espécies como Tuber spp. formam ectomicorrizas com
arvores (FINLAY, 2007). Estudos de Liu et al. (2015) e Vujanovic et al. (2007) também
obtiveram que o filo Ascomycota dominou sobre Basidiomycota e outros filos na rizosfera de
espécies arboreas. A maior diversidade e maior numero de membros de Ascomycota foi

encontrado em sistemas com manejo organico sob rotacdo de culturas trigo-batata do que em
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pastagem e solo com aracéo (VIEBAHN et al., 2005). Em outro estudo, foi encontrado que na
rizosfera da cana-de-aclcar o incremento da dosagem de adubo nitrogenado tem impacto
negativo no ciclo do carbono no solo e promove fungos com caracteristicas patogénicas
(PAUNGFOO-LONHIENNE et al., 2015).

O género ndo classificado da familia Trichocomaceae (Ascomycota) apresentou a
maior frequéncia relativa entre os géneros de fungos significativamente diferentes no bulk soil
(4,64%), na rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada (3,88%) e rizosfera do feijdo selvagem
Wild Mex (2,62%). Fungos da familia Trichocomaceae: Penicillium, Aspergillus, Paecilomyces
e Trichoderma, foram encontrados em solo e serrapilheira de floresta amazbnica com diferentes
graus de antropizacdo. Nas &reas mais impactadas de solo e serrapilheira houve o maior nimero
de UFC, Penicillium foi o género mais representativo (FRAGA; PEREIRA, 2012). Encontrou-
se uma alta diversidade de Penicillium em solos da Caatinga e da Mata Atlantica no Brasil
(CRUZ et al,, 2013). As espécies de Trichocomaceae sdo predominantemente saprofitos e
capazes de crescer em variaveis condicbes ambientais como umidade e temperatura, Varias
espécies produzem metabdlitos como as micotoxinas e antibioticos e outras produzem &cidos
organicos e diversas enzimas degradadoras de uma ampla variedade de moléculas e contribuem
na formacdo transitdria de agregados no solo quando existe um ativo crescimento
(HOUBRAKEN; SAMSON, 2011; DAYNES et al., 2012).

Outro género mais abundante de Ascomycota, foi 0 género Sordaria, que apresentou
maior frequéncia relativa no bulk soil (2,76%) do que nas rizosferas. Entre as rizosferas, a
rizosfera do gendtipo selvagem Wild Mex apresentou a maior frequéncia relativa (1,76%).
Tem-se reportado que a espécie Sordaria macrospora tem como habitat natural o esterco de
herbivoros (NOWROUSIAN et al., 2010), também foi encontrada em solos de soja no Brasil
participando na decomposicdo de material organico (CASTRO et al, 2008; SOUZA et al.,
2013); por outro lado, foi encontrado que tem potencial biodegradador do herbicida linuron
(BORDJIBA etal.,, 2001).

Outro ascomiceto foi 0 género Pyrenophora que teve uma proporgédo similar do que
Sordaria; foi mais abundante no bulk soil (1,63%) e na rizosfera do genotipo selvagem Wild
Mex (1,47%). Este género alberga osagentes causais de doencas nas gramineas CoOmo a necrose
bronzeada ou a clorose extensa no trigo Pyrenophora tritici-repentis (OROLAZA et al., 1995;
MORENO et al.,, 2012) e a mancha-reticular da cevada Pyrenophora teres f. teres (BROWN et
al., 1993; JALLI, 2011). Pyrenophora é capaz de sobreviver no restolho sobre a superficie do
solo pelo menos durante dois anos. Quando o restolho é enterrado a frequéncia do fungo pode
diminuir consideravelmente em oito meses (SUMMERELL; BURGESS, 1989).
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Um género de Ascomycota ndo classificado da familia Nectriaceae, foi mais abundante
na rizosfera do gendtipo cultivado IAC Alvorada (1,55%), membros dessa familia podem ser
encontrados comumente nos trépicos sobre residuos vegetais na serapilheira e outros substratos
lenhosos (ROSSMAN et al.,, 2013; DECOCK et al., 2006).

O género Hemileia (Basidiomycota) € relacionado quase exclusivamente a espécie H.
vastatrix, agente causal da ferrugem do cafeeiro, uma das doencas de maior importancia
econdmica desse cultivo no mundo. A frequéncia relativa de Hemileia incrementou-se
assombrosamente quando se compara as rizosferas e o bulk soil, especialmente na rizosfera do
genotipo selvagem Wild Mex (4,26%). Até agora, ndo ha estudos que tenham reportado a
associacdo de Hemileia com raizes das plantas. Porém, é sabido que H. vastatrix pode
sobreviver e se reproduzir muito bem através de urediniésporos sés e ndo precisa de um
hospedeiro alternativo. Na estacdo seca, os urediniosporos podem sobreviver cerca de seis
semanas sobre folhas no chdo (ANERSON, 2000). A germinacdo do uredinidsporo bem como
a formacdo do haustorio precisam obrigatoriamente de agua livre, ndo é suficiente a alta
umidade para induzir a germinacdo e se a umidade for baixa logo da germinacdo a infeccdo é
inibida (AVELINO et al., 2004).

Na rizosfera do gendtipo selvagem Wild Mex também apareceu um género ndo
classificado de Basidiomycota com mais frequéncia relativa (1,30%) em comparacdo com o
bulk soil e arizosfera do gendtipo cultivado IAC Alvorada (Tabela 10). Tem sido encontrado
que Basidiomycota poder ser abundante em solos agricolas (LYNCH e THORN, 2006;
FRACETTO et al., 2013) e esta relacionado com a decomposicdo de materiais lignificados
(KURAMAE et al., 2013), este filo contém espécies que formam ectomicorrizas e cogumelos,
assim como fungos patdgenos como as ferrugens e carvdes que sdo de importancia econdmica
na agricultura (HOORMAN, 2011).

A rizosfera do genotipo selvagem Wild Mex foi capaz de albergar géneros de
patdgenos como Pyrenophora e Hemileia. Por outro lado, observou-se em ambas as rizosferas
a diminuicdo da frequéncia relativa de Cochilobolus, que tem espécies responsaveis pela
mancha marrom do milho e da cana-de-acUcar, isso sugere que 0s exsudatos radiculares
permitem a proliferacdo e supressdo de patdgenos foliares no solo. Essa particularidade pode
ser considerada no campo da Fitopatologia sobre os hospedeiros alternos dos patdgenos para o
seu controle ou para a rotagdo de cultivos.
4.2.2.14 Ocorréncia de Glomeromycota na rizosfera do feijao

O filo Glomeromycota apresentou a maior frequéncia relativa na rizosfera do genotipo

selvagem Wild Mex (0,88%) em comparacdo com a rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada



(0,32%) e bulk soil (0,17%), isso indica que o gendtipo selvagem de feijdo € capaz de recrutar
maior quantidade de fungos micorrizicos do que o gendtipo cultivado. Glomeromycota é um
filo de Fungi que compreende umas 200 espécies e é reconhecido pela simbiose mutualistica
de micorrizas arbusculares formada entre plantas e membros deste filo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; REDECKER et al, 2013). A maior vantagem dessa simbiose €é 0
fornecimento de fosforo que o fungo passa diretamente a planta. As praticas agronémicas
poderiam diminuir o indculo no solo e a subsequente colonizagdo como resultado do uso
frequente de adubos fosfatados e da aracdo na preparacdo dos solos (SMITH et al., 2011). Foi
demonstrado que 0s genotipos de plantas sdo um determinante para a montagem das
comunidades de Glomeromycota e que altas concentracdes de fosforo no solo reduzem a
diversidade de fungos micorrizicos (GOSLING et al., 2013; SANGABRIEL-CONDE et al.,
2014). Em milho, Glomeromycota apresentou os mais altos valores de colonizagdo micorrizica
(1-64%) seguido da soja (1-50%) e Viola (0-27%). (GOSLING et al., 2013).

O género Glomus incrementou notavelmente afrequéncia relativa (0,60%) na rizosfera
do gendtipo selvagem Wild Mex em comparacdo com a rizosfera do gendtipo cultivado IAC
Alvorada (0,25%) e o bulk soil (0,17%), como se observa na Figura 14.
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Figura 14 — Frequéncia relativa média (n = 5) dos géneros de Glomeromycota significativamente diferentes (p <
0,05, teste de Kruskal-Wallis) entre o bulk soil (BS) e as rizosferas de feijao cultivado IAC Alvorada
(IA) e feijao selvagem Wild Mex (WM)

Esses resultados concordam com Hacisalihoglu et al. (2005), os quais mostraram que
a resposta a micorrizacdo é variavel entre genotipos de feijdo. Trabalhos em feijdo indicaram

que o rendimento foi significativamente superior nas plantas micorrizadas por Glomus spp. e

Gigaspora spp. e mobilizaram mais nitrogénio e fosforo quando comparadas com plantas sem
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micorrizacdo, além de diminuir a severidade da podriddo radicular por Fusarium solani
(HASSAN et al.,, 1997; HACISALIHOGLU etal., 2005; AL-ASKAR; RASHAD, 2010).

Tem sido demonstrado que ha uma forte interacdo entre o filo bacteriano Firmicutes e
o filo fungico Glomeromycota. Por exemplo, a interacdo entre Brevibacillus brevis e Glomus
mosseae em trevo aumentou o crescimento da raiz, producdo de nddulos e desenvolvimento da
micorrizacdo além de diminuir as concentracbes de Cd, Cr, Mn, Cu, Mo, Fe e Ni no tecido
vegetal (VIVAS et al.,, 2005). A inoculacdo com Bacillus pumillus e Glomus deserticola nas
plantas de alfafa produziram maior biomassa e raizes mais longas (MEDINA et al. 2003). Em
trigo, a inoculacdocom Paenibacillus polymyxa e Glomus mosseae, resultou na estimulacdo da
micorrizacdo e absorcdo de fosforo pela planta sob condi¢bes limitantes de fosforo
(ARTHURSON et al, 2011). Os antibioticos e fitohormdnios produzidos pelas bactérias
estimularam o desenvolvimento vegetal a través da supressdo de patdgenos e promogao
alongamento e divisdo celular em soja e sorgo (McSPADDEN, 2004; SELIM et al., 2005).

Também foi descoberto que Glomus pode interagir com Azospirillum. A inoculacéo
misturada de Azospirillum e Glomus intraradices em sorgo teve uma interacdo sinérgica que
resultou no incremento significativo do crescimento da planta e conteddo de N, P, Zn, Cue Fe.
Em trigo, a dupla inoculacdo entre Azospirillum brasilense e Glomus sp. incrementaram 0 peso
fresco e seco da planta (BASHAN; HOLGUIN, 1996). Da mesma forma, a inoculacdo de
plantas de feijdo com Rhizobium leguminosarum, incrementou a colonizacdo por fungos
micorrizicos (HASSAN et al., 1997), bem como em plantas de trevo a micorrizacdo melhorou
guando foram inoculadas com Glomus mosseae e actinobactérias (FRANCO-CORREA et al.,
2010; GOPALAKRISHNAN et al., 2014).

4.2.3 Busca dirigida das bactérias antagonistas de R. solani e F. oxysporum f. sp. phaseoli
nos metagenomas de bulk soil e rizosferas

A partir do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e comparacdo das sequéncias com
0 banco de dados EzTaxon (KIM et al,, 2012), foram identificados oito géneros bacterianos
antagonistas de Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli que foram isolados
das rizosferas do feijdo cultivado IAC Alvorada e do feijdo selvagem Wild Mex (Tabela 3 e
Figura 15).

Os @éneros identificados foram:  Achromobacter, Alcaligenes, Brevibacillus,
Kitasatospora, Paenibacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas e Streptomyces. Desses
géneros, encontrou-se apenas que as frequéncias relativas dos géneros: Paenibacillus (p =
0,027), Brevibacillus (p = 7,67e-3) e Achromobacter (p = 9,00e-3) mostraram diferenca
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significativa (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) na frequéncia relativa entre as amostras de bulk
soil e rizosferas (Figura 15).
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Figura 15 — Diagramas de box-plot da frequéncia relativa e valor p (teste de Kruskal-Wallis) dos géneros
correspondentes aos isolados bacterianos antagonistas de fungos patégenos do feijdo encontrados
nos dados metagendmicos de bulk soil (cor azul), rizosfera de feijao cultivado IAC Alvorada (cor
laranja) e rizosfera de feijgo selvagem Wild Mex (cor verde)
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Foi encontrado que a diferenca entre as frequéncias relativas das Actinobacteria,
Streptomyces e Kitasatospora foi mais acentuada, essas bactérias foram mais abundantes na
rizosfera do feijdo gendtipo cultivado IAC Alvorada. Diferengas menores foram encontrados
nos géneros de y-Proteobacteria, Pseudomonas e Stenotrophomonas, as quais foram mais
abundantes na rizosfera do feijdao selvagem Wild Mex. De modo similar, 0s géneros de
Firmicutes, Paenibacillus e Brevibacillus, embora registraram pouca diferenca entre a
frequéncia relativa nas rizosferas, foram mais abundantes também na rizosfera do genotipo
selvagem Wild Mex. Por outro lado, a diferenga da frequéncia relativa entre as rizosferas das
[B-Proteobacteria, Achromobacter e Alcaligenes foi praticamente nula, apresentando
frequéncias relativas bastante similares na rizosfera do feijao cultivado IAC Alvorada quanto
comparada com a rizosfera do gendtipo selvagem Wild Mex (Figura 15).

Esses resultados sugerem que o feijdo selvagem Wild Mex recrutou maior riqueza de
antagonistas (y-Proteobacteria e Firmicutes) do que o gendtipo cultivado IAC Alvorada, o qual
recrutou abundantemente actinobactérias (Streptomyces e Kitasatospora).

As bactérias dos géneros: Streptomyces, Paenibacillus, Pseudomonas, Achromobacter
e Brevibacillus, apresentaram maior inibicdo do crescimento dos patdgenos testados, esses
isolados tiveram a habilidade de inibir o crescimento micelial de trés e quatro cepas patdgenas
(Tabela 3 e Figura 5).

4.2.3.1 Proteobacteria antagonistas contra fungos radiculares do feijao

O género Achromobacter (B-Proteobacteria) foi mais abundante no bulk soil (0,08%)
do que nas rizosferas dos dois feijoes (~0,07%) (Figura 15). O isolado Achromobacter animicus
TIS1.4 maat, foi obtido da rizosfera do feijjdo cultivado IAC Alvorada. Nos testes de
antagonismo, esse isolado inibiu o crescimento das duas cepas de F. oxysporum f. sp. phaseoli
(inibicdo Fo: 41,80% e F0160: 54,74%) e uma cepa de R. solani (Rs: 59,24%) (Tabela 3).

Espécies do género Achromobacter tém sido isoladas de diferentes fontes,
principalmente solo e &gua e inclusive de amostras clinicas (GOMILA et al. 2014). Este género
foi encontrado na Amazbnia central e nos solos agricolas na regido alta do rio Solimdes na
Amazodnia ocidental (RUIVO et al., 2009; GUIMARAES et al., 2012). Varias cepas desse
género exercem atividade antagonista contra patogenos radiculares (MANGENOT; DIEM,
1979). Minerdi et al. (2008), determinaram que as cepas Achromobacter sp. tém capacidade
para aderir-se as hifas das formas especiais de Fusarium oxysporum e que a bactéria deve
interagir com uma forma specialis especifica para eliminar a viruléncia e induzir habilidades
de biocontrole (MINERDI et al., 2008). A cepa de Achromobacter xylosoxidans MM1 diminuiu
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a incidéncia de Fusarium no tomateiro por volta de 50% utilizando como mecanismo para o
biocontrole a competicdo por ferro (MORETTI et al., 2008) e Jenana et al. (2009), encontraram
outra cepa (E1-8) que teve efeito antagonista in vitro de 34% no crescimento do patdgeno
Pythium aphanidermatum.

Além de serem antagonistas, Achromobacter foram capazes de nodular o feijao-de-
corda e foram eficientes na fixacdo de nitrogénio (GUIMARAES et al., 2012). Achromobacter
também é capaz de reduzir N2O a N2 (desnitrificacdo), solubilizar fosfatos, produzir sideroforos
e AIA (McGUIRL et al, 1998; MARQUES et al, 2010; MORETTI et al, 2008; JHA;
KUMAR, 2009; QAISRANI et al., 2014).

Vérias espécies de Achromobacter tém mostrado habilidade para biodegradacdo e
resisténcia a metais pesados, como A. marplatensis que foi capaz de mineralizar altas
concentracdes de pentaclorofenol (PCP) em efluentes contaminados (GOMILA et al. 2010). A.
xylosoxidans, isolado de solos contaminados de zonas industriais do estado do Qatar, degradou
os hidrocarbonetos arométicos policiclicos (PAH): naftaleno, fenantreno e antraceno (AL-
THANI et al., 2009). A cepa de Achromobacter sp. AO22 estimulou o crescimento das raizes
da crotalaria (Crotalaria juncea) e observou-se baixos niveis de acumulagdo de Cd (50 ppm de
Cd) nos tecidos da planta (STANBROUGH et al., 2013) e Shee et al. (2012) determinaram que
essa cepa foi tolerante também a cobre e mercdrio (SHEE et al., 2012).

O g@énero Alcaligenes (pB-Proteobacteria) apresentou uma frequéncia relativa
extremamente baixa. Foi maior na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex (0,00097%) quando
comparado com o bulk soil (0,00088%) e com a rizosfera do genétipo cultivado IAC Alvorada
(0,00089%) (Figura 15). A cepa de Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus TIS1.5 laci, foi
obtida da rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada e mostrou antagonismo apenas com uma
cepa de R. solani (Rs: 48,11%) (Tabela 3).

Alcaligenes € conhecido por conter bactérias que tém atividade antagonista. Alcaligens
faecalis mostrou atividade antifingica contra Aspergillus niger, Paecilomyces variotii, Candida
albicans e Fusarium oxysporum e revelou sua habilidade para inibir um amplo espectro
bactérias. Produz substancias inibitorias ndo proteicas que ndo foram identificadas, as quais
poderiam contribuir contra doengas infecciosas em mamiferos e plantas (ZAHIR et al., 2013).
A cepa de A. faecalis YMF 3.175 apresentou como constituintes quimicos sete compostos
isolados de caldo de fermentacdo da bactéria, trés desses compostos (1, 3 e 6) demonstraram
ser antibacteriais contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus e o composto 7 teve atividade

para a formacdo da armadilna no fungo nematéfago Arthrobotrys oligospora (XU et al., 2015).
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O género Pseudomonas (y-Proteobacteria) registrou uma maior frequéncia relativa na
rizosfera do feijao selvagem Wild Mex e bulk soil (~0,19%) do que na rizosfera do gendtipo
cultivado IAC Alvorada (0,17%) (Figura 15). Esta diferenca é comparavel com os resultados
de Milling etal. (2004), os quais encontraram diferengas na diversidade de Pseudomonas entre
genotipos de batata, pois na rizosfera do cultivar transgénico SIBU S1 e no cultivar parente
SIBU houve menor diversidade de Pseudomonas do que no cultivar ndo transgénico SOLANA.

Dois isolados antagonistas de fungos patdgenos do feijao corresponderam ao género
Pseudomonas, ambos os isolados foram obtidos da rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada.
O isolado de Pseudomonas protegens TIS1.4 cuat, mostrou inibicdo do crescimento do micélio
duma cepa de R. solani (Rs: 40,98%) e uma cepa de F. oxysporum f. sp. phaseoli (Fo: 36,51%).
O outro isolado Pseudomonas geniculata GI2.4 brre apresentou inibicdo do crescimento
micelial de todas as cepas patdgenas testadas de R. solani (Rs144: 63,42%; Rs: 40,76%) e F.
oxysporum f. sp. phaseoli (Fo: 57,41%; Fo160: 50,22%) (Tabela 3).

Pseudomonas estdo entre 0s géneros que frequentemente sdo recuperados de solos
através de técnicas de cultivo. Este género também foi encontrado em TPA por Ruivo et al.
(2009). Atualmente, Pseudomonas é considerado um dos géneros dominantes que fazem parte
do microbioma do solo que proporciona a capacidade para a supressividade de doencas nas
plantas (KYSELKOVA et al., 2009; MENDES et al., 2013; GOPAL et al., 2013).

Para muitas Pseudomonas, a producdo de metabdlitos como antibioticos, sideréforos
e cianeto de hidrogénio (HCN) é o mecanismo primario de biocontrole (SIDDIQUI, 2006).
Pseudomonas produzem varios antibidticos como: fenazina-1-acido carboxilico (Pca), 2,4-
diacetil floroglucinol (Phl), oomicina, pioverdina ou pseudobactina (Pvn), pioluteorina (PIt) e
pirrolnitrina  (Prn ou Pyr) (LAMONT; MARTIN, 2003; BAKKER etal., 2007; PINTON et al.,
2007; FERNANDO et al., 2009).

As espécies de Pseudomonas fluorescentes que sintetizam dois compostos
antimicrobianos, 2,4-diacetylphloroglucinol (Phl) e pioluteroina (Plt), pertencem a espécies
novas que sdo identificadas como Pseudomonas protegens (RAMETTE et al, 2011,
TAKEUCHI, et al, 2014). Essa espécie produz varios compostos bioativos (antibidticos,
sideréforos, HCN, AlA) o0s quais permitem que esta espécie tenha o espectro mais amplo de
biocontrole potencial e mecanismos de promocdo do crescimento vegetal dos micro-
organismos promotores do crescimento conhecidos (SIDDIQUI, 2006).

Pseudomonas fluorescentes secretam os siderdforos amarelo-esverdeados pioverdina
(Pwvn), responséaveis pela fluorescéncia. A capacidade de formar os sider6foros pioverdina tem

sido associada com a promog¢do do crescimento vegetal através do efeito direto sobre a planta
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ou atraveés do controle de organismos patdgenos. A nitrogenase € um complexo enzimatico
intensivo de ferro; bactérias fixadoras de nitrogénio como Rhizobium spp., podem requerer um
sistema intacto de sider6foros para expressar este catalisador exclusivo desses procariotos
(NEILANDS, 1995; LAMONT; MARTIN, 2003).

Foi reportado que compostos organicos volateis ndo identificados, emitidos por
Pseudomonas fluorescens L13-6-12 e Burkholderia cepacia 1518, permitiram a reducdo de
30% do crescimento in vitro do patdgeno R. solani (KAI etal., 2007)

P. fluorescens and P. putida s&o as principais candidatas para o controle do
murchamento por Fusarium spp. (SIDDIQUI, 2006). Pseudomonas aeuroginosa e Bacillus
subtilis mostraram melhor capacidade de controle de F. oxysporum f. sp. ciceris e a promocao
do crescimento vegetal (altura e peso da planta) do grdo-de-bico foi significativamente
incrementado (KARIMI et al., 2012). Pseudomonas fluorescens Pf-5 suprimiu a formagéo de
ascosporos de Pyrenophora tritici-repentis quando residuos de palha foram inoculados com
essa cepa. P. aeruginosa PAO1 biocontrolou o nematdide Caenorhabditis elegans mediante o
envenamento com cianeto (SIDDIQUI, 2006; NAIK et al., 2008).

Tem-se observado o incremento da produgdo em batata, rabanete, beterraba e milho
com a inoculacdo Pseudomonas fluorescens e P. putida. Os efeitos benéficos de Pseudomonas
sdo atribuidos a habilidade de promover o crescimento vegetal e a protecdo das plantas contra
patdgenos (WELLER, 1988). Varias espécies de Pseudomonas tém sido descritas como efetivas
solubilizadoras de fosfatos (KHAN et al., 2009; SHARMA et al., 2013). P. putida GR12-2
produz AIA que promoveu o crescimento radicular mediante a estimulacdo do alongamento ou
da divisdo celular. P. putida GR12-2, bem como outras bactérias, produzem ACC-deaminase,
enzima que degrada o ACC que é o precursor direto do etileno, um inibidor do crescimento
radicular, assim essas bactérias evitam a producdo de niveis inibitorios de etileno para o
crescimento radicular. P. fluorescens G20-18 produz grandes quantidades de trés citoquininas:
adenosina isopentenil, ribose trans-zeatina e ribdsido diidrozeatina (SIDDIQUI, 2006).

Pseudomonas também tém potencial de biodegradacdo e biorremediagdo como uma
cepa de Pseudomonas sp. que biodegradou 40,5% de polietileno in vitro (NANDA; SAHU,
2010) e P. geniculata que mostrou degradagdo in vitro de hidrocarbonetos aroméaticos
policiclicos (naftaleno, fenantreno e antraceno) (ELSAS, 2007; AL-THANI et al., 2009).

O género Stenotrophomonas (y-Proteobacteria) foi mais abundante no bulk soil
(0,04%) do que nas rizosferas onde apresentou frequéncia relativa similar (~0,03%) (Figura
15). O isolado de Stenotrophomonas daejeonensis TIS1.4 prat foi obtido da rizosfera do feijao

cultivado 1AC Alvorada e apresentou inibicdo do crescimento do micélio de apenas uma cepa
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de R. solani (Rs: 51,45%) e uma cepa de F. oxysporum f. sp. phaseoli (F0160: 52,66%) (Tabela
3). Tem sido encontrado Stenotrophomonas entre 0s géneros gque foram os mais abundantes na
rizosfera de trigo (VELASQUEZ-SEPULVEDA et al., 2012). As espécies S. maltophilia e S.
rhizophila sdo encontradas com frequéncia associadas com plantas e podem ser isoladas da
rizosfera ou de tecidos internos na raiz e caule. S. maltophilia produz varias fimbrias que estdo
implicados na adesdo as superficies das raizes e na formacdo de complexos biofilmes. Esses
mecanismos nas superficies das raizes tambem séo importantes na colonizacdo de dispositivos
médicos que levam & infecgdo nos humanos (RYAN et al., 2009).

Stenotrophomonas spp. tém demonstrado biocontrole de oomicetos e patdgenos
fingicos e bacterianos em cultivos de mono e dicotiledoneas. S. maltophilia tem atividade
antifingica pela producdo de maltofilina e xantobactina e compostos organicos volateis. Além
disso, tém atividade hidrolitica, produzem diversas proteases, quitinases, glucanases, DNAases,
RNAses, lipases e lacases que contribuem no biocontrole (RYAN et al.,, 2009). S. maltophilia
e S. rhizophila inibiram o crescimento micelial de Rhizoctonia solani mais de 90% pelos
compostos organicos volateis p-feniletanol e dodecanal (KAl et al., 2007).

Stenotrophomonas spp. podem melhorar crescimento da planta e podem ter aplicagdes
na biorremediacdo e fitorremediacdo devido a que varias espécies produzem AlA, fixam
nitrogénio e oxidam enxofre elementar (S°) e em volta fornecem sulfato para as plantas.
Stenotrophomonas podem capturar sideréforos como o ferricromo que sdo produzidos por
outros micro-organismos, 0 que contribui a controlar a infeccdo por fungos pela competicdo
por ferro. S. maltophilia pode degradar p-nitrofenol e 4-clorofenol, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, compostos de selénio, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xenobi6ticos (RYAN et al.,
2009; GURJEET etal., 2014).

4.2.3.2 Firmicutes antagonistas contra fungos radiculares do feijao

O género Brevibacillus foi significativamente diferente entre o bulk soil e as rizosferas
de feijdo. Apresentou maior frequéncia relativa no bulk soil (0,03%) do que nas rizosferas, nas
quais a frequéncia relativa teve valores similares (~0,02%) (Figura 15). A cepa isolada de
Brevibacillus brevis PW1.4 brru foi obtida da rizosfera do feijio selvagem Wild Mex e
apresentou inibicdo do crescimento do micélio em todas as cepas dos patogenos testados. A
inibicdo do crescimento foi maior nas cepas de F. oxysporum f. sp. phaseoli (Fo: 57,44%;
F0160: 39,83%) do que nas cepas de R. solani (Rs144: 48,13%; Rs: 36,09%) (Tabela 3).

Brevibacillus contém também bactérias formadoras de enddsporos que lhe permite

sobreviver em varios ambientes (SHIDA et al.,, 1996). Alguns membros de Brevibacillus sao
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importantes para a agricultura por ser agentes biocontroladores, desnitrificantes e
biodegradadores (BAEK et al., 2006; TAKEBE et al, 2011; JOSHI et al., 2013). Tem sido
reportado que Brevibacillus brevis é antagonista de varios fitopatogenos como, Pectobacterium
carotovorum, Alternaria solani e Rhizoctonia solani em batata (REINOSO, 2007), Fusarium
graminearum em espigas de cevada (ZHANG et al., 2005), F. moniliforme e Rhizoctonia solani
em arroz (YANG et al., 2007) e Botrytis cinerea (EDWARDS; SEDDON, 2001). A producéo
de tirocidinas e gramicidina D poderiam ser os responsaveis pelo biocontrole (EDWARDS;
SEDDON, 2001; ZHANG et al, 2005). B. laterosporus tem potencial bioinseticida
(OLIVEIRA et al., 2004) e cepas como Brevibacillus sp. B65 produzem AIA (OBERA et al,
2012; NAPOLES et al, 2014). Arya e Sharma (2014), encontraram que Brevibacillus
borstelensis é capaz de degradar o fungicida carbedazim e Nanda e Sahu (2010) encontraram
que Brevibacillus teve atividade biodegradadora de polietileno em laboratério de 37,5%.

O género Paenibacillus foi significativamente mais abundante no bulk soil (0,12%) do
que nas rizosferas de ambos feijoes, onde apresentou valores similares (~0,11%) (Figura 15).
O isolado de Paenibacillus jamilae TW2.4 mapu foi proveniente da rizosfera do feijdo
selvagem Wild Mex e inibiu o crescimento das duas cepas de R. solani (Rs144: 62,29%; Rs:
50,65%) e uma cepa de F. oxysporum f. sp. phaseoli (Fo160: 52,81%) (Tabela 3).

Paenibacillus é também formador de enddsporos e tem habilidade para produzir
diferentes tipos de antibidticos e pode se encontrar em diferentes nichos como solos, raizes,
rizosfera de varios cultivos, arvores e sedimentos marinhos. A maioria de espécies pode
sobreviver como sapréfitos nos solos. Varios pesquisadores encontraram que no bulk soil foram
observadas maiores abundancias de Paenibacillus do que em raizes e rizosfera (MAVINGUI
et al., 1992; SELDIN et al., 1998; McSPADDEN, 2004). A espécie Paenibacillus polymyxa,
esta entre as rizobactérias que tém importancia pelo seu potencial em diferentes processos
industriais e em agricultura sustentavel (SENEVIRATNE et al., 2010; BERGE et al., 2002).

Entre os compostos antifingicos e antibacterianos produzidos por Paenibacillus
polymyxa estdo: bacteriocina, fusaricidina (A, B, C, D), gatavalina, gavaserina, jolipeptina, LI-
FO3, LI-F04, LI-FO5, LI-FO7, LI-FO08, polimixina A, B, D, E, M (matacina), S, T, polypeptina
A, polixina e saltavalina. Porém, a supressividade é garantida por um processo de interacéo,
por isso € indispensavel que a bactéria esteja viva como um pré-requisito para que a
supressividade do patdégeno continue (MARTIN et al., 2003; SELIM et al., 2005; RAZA et al.,
2008). A interacdo ocorre entre 0s antibidticos e enzimas, por exemplo, em P. ehimensis a beta-
1,3-glucanase é o iniciador dahidrdlise da parede celular e o processo de degradacdo do micélio
é reforcado pela acéo das quitinases (AKTUGANOQV et al., 2008).
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Essa capacidade de produzir antibiéticos e enzimas, permitiu entender o antagonis mo
de varias espécies de Paenibacillus contra diferentes patdgenos de diferentes cultivos, como P.
ehimensis IB-X-b que diminuiu a producdo de biomassa de varios fungos patdgenos (Fusarium
spp., Drechlera sorokiniana e Alternaria alternata) entre 45-75% nos ensaios de co-cultivo
com meios liquidos (AKTUGANOV et al, 2008). P. brasiliensis PB177 inibiu os fungos
patdgenos Fusarium moniliforme e Diplodia macrospora no milho (WEID et al., 2005).
Ensaios in vitro demonstraram atividade antagonista de P. kribbensis cepa T-9 contra Botrytis,
Colletotrichum, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Rhizoctonia solani (XU et al.,
2014). P. polymyxa mostrou antagonismo contra Vvarios fitopatogenos (Aphanomyces
cochlioides, Pythium ultimum e Rhizoctonia solani) in vitro (NIELSEN; S@RENSEN, 1997).
E P. elgii HOA73 reduziu a ecloséo de estadios juvenis e aumentou a mortalidade in vitrocontra
0 nematdide Meloidogyne incognita; in vivo reduziu o ndmero de galhas nas raizes do
tomateiro, ndmero de massas de ovos e a populacdo dos nematdides, além de aumentar o peso
fresco da planta (NGUYEN et al., 2013). Paenibacillus também pode fixar nitrogénio, como a
espécie P. azotofixans, encontrada com frequéncia em solo e rizosferas de pastos, tem maior
capacidade para fixar nitrogénio atmosférico do que outras espécies de Paenibacillus
(ROSADO et al., 1998; SELDIN etal., 1998; RAZA etal., 2008).

4.2.3.3 Actinobacteria antagonistas contra fungos radiculares do feijao

O gérero Kitasatospora mostrou a maior frequéncia relativa na rizosfera do feijao
cultivado 1AC Alvorada (0,07%) do que no bulk soil e a rizosfera do gendtipo selvagem Wild
Mex, os quais apresentaram valores similares (~0,06%) (Figura 15). O isolado de Kitasatospora
azatica TIS1.4 brat foi obtido darizosfera do feijjao cultivado 1AC Alvorada e mostrou atividade
antagonista apenas com uma cepa de R. solani (Rs144: 57,08%) (Tabela 3).

Varios estudos reportaram Kitasatospora isolada de amostras de rizosfera (GROTH et
al, 2003; HAESLER et al, 2008; ARUNACHALAM et al., 2013). Foi reportado que um
isolado de Kitasatospora proveniente da rizosfera da faia europeia (Fagus sylvatica), exibiu
forte antibiose in vitro contra o0 oomiceto Phytophthora citricola. Foi encontrado que produziu
um composto idéntico ao antibiotico cicloheximida (HAESLER et al., 2008). Shrivastava et al.
(2008) recomenda o uso de técnicas baseadas nas sequéncias do gene rpof (subunidade beta do
gene RNA polimerase) e em microarranjos de diagnostico microbiana (MDM) para diferenciar
espécies entre 0s géneros Streptomyces e Kitasatospora.

Finalmente, o género Streptomyces foi mais abundante na rizosfera do feijdo cultivado
IAC Alvorada (2,74%), seguido do bulk soil (2,21%) e da rizosfera do feijao selvagem Wild
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Mex (2,12%) (Figura 15). Os trés isolados desse género foram recuperados da rizosfera do
feijdo selvagem Wild Mex. O isolado de Streptomyces phaeopurpureus GRWS3.1 refu mostrou
inibicdo do crescimento de uma cepa de R. solani (Rs: 34,11%) e uma de F. oxysporum f. sp.
phaseoli (F0160: 39,13%); o isolado Streptomyces olivoverticillatus TWS5.4 maci teve um
espectro maior de inibicdo do crescimento micelial de R. solani (Rs144: 66,25%; Rs: 52,17%)
e de F. oxysporum f. sp. phaseoli (Fo: 56,45%; F0160: 56,93%). O outro isolado de
Streptomyces ochraceiscleroticus TWS3.5 ciat, inibiu o crescimento de uma cepa de R. solani
(Rs144: 82,50) e uma de F. oxysporum f. sp. phaseoli (Fo: 40,8%) (Tabela 3).

Ruivo et al. (2009), encontraram Streptomyces em Terra Preta da Amazonia. Este
género tem sido reportado por conter as bactérias produtoras de um amplo espectro de
antibidticos, pelo que sdo potenciais fontes de compostos bioativos devido a rica producao de
metabolitos secundarios (QIN et al., 2011; RANA; SALAM, 2014). Aproximadamente 75%
dos antibioticos isolados de actinobactérias sdo produzidos por membros do género
Streptomyces. Além disso, varios membros deste género sdo capazes de produzir fitases,
solubilizar de fosfatos, produzir sideréforos, protease, quitinase, endo-celulase e B-glucanase,
amilase, AIA, e crescer sobre meio de cultura livre de nitrogénio (fixar nitrogénio). O
antibidtico fenzina esta relacionado com o antagonismo de patégenos (FERNANDO et al.,
2006; FUENTES-RAMIREZ; CABALLERO-MELLADO, 2006; FRANCO-CORREA et al.,
2010; ARUNACHALAM etal.,, 2013; MOHAMED et al., 2015).

Vérios estudios tém mostrado a atividade antagonista de Streptomyces spp. contra
diversos patdgenos de plantas. Quecine et al. (2008), testaram varias cepas de Streptomyces que
induziram in vitro maior inibicdo do crescimento para os fungos do que para oomicetos; S.
diastatochromogenes teve alta atividade quitinolitica que esteve relacionada com aalta inibicdo
contra fungos. O estudo de Zhao et al. (2012), demonstrou que S. bikiniensis inibiu in vitro o
crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum e em casa de vegetacdo, teve marcados
efeitos de biocontrole de 53,7% de Fusarium nas plantas de pepino.

S. mutabilis e S. cyaneofuscatus isoladas de plantas nativas mostraram significativas
diferencas na reducdo da doenca por Rhizoctonia solani (86,6% e 85,3%, respectivamente) em
mudas de tomate, além disso incrementaram o0 peso fresco, comprimento da planta e
comprimento da raiz (GOUDJAL et al, 2014). Em casa de vegetagdo S. africanus e
Streptomyces sp. reduziram 45 e 75% a incidéncia de Rhizoctonia bataticola, agente causal da
podriddo radicular do grdo-de-bico doenca e em campo houve uma reducdo da doenca de 4 e
19% (GOPALAKRISHNAN et al., 2011).
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As espécies de S. albovinaceus, S. griseus e S. virginiae inibiram a germinacdo do
basidiésporo de Moniliophthora perniciosa agente causal da vassoura-de-bruxa no cacaueiro
quando foram cultivadas em meio com deficiéncia de ferro, o que sugere que a formacdo de
sideréforos como mecanismo antagonista destas actinobactérias (MACAGNAN et al., 2008).
Proteases extracelulares inibiram agerminacdo e adesdo de esporos a superficie de poliestire no
e formacdo de apressorios de Colletotrichum coccodes (PALANIYANDI et al, 2013). S.
griseus teve a habilidade de solubilizar roxa fosforica e estimulou o crescimento aéreo do trigo
mais de 30% (HAMDALI et al., 2008). S. filipinensis produziu ACC deaminase e AlA in vitro
e em casa de vegetacdo reduziu os niveis do ACC tanto em raizes como nos brotos do tomateiro

e promoveu o crescimento vegetal (EL-TARABLY, 2008).

4.2.4 Funcionalidade do microbioma da rizosfera de feijdo

De acordo a abundancia das fungdes encontradas nos metagenomas analisados, gerou-se
um heatmap no MG-RAST que mostrou a disposicdo das categorias funcionais Nivel 1 mais
abundantes nas amostras e o correspondente agrupamento das amostras do bulk soil e das
rizosferas do feijao cultivado IAC Alvorada e do gendtipo selvagem Wild Mex. Os subsistemas
funcionais mais abundantes do Nivel 1 foram: Aminoécidos e Derivados, Subsistemas baseados
em agrupamento e Carboidratos, como se observa na Figura 16.

A Andlise de Componentes Principais (PCA) das funcbes anotadas no banco SEED
Subsystems, indicou uma ordenacdo diferente das amostras de bulk soil e rizosferas de feijao.
Enquanto as amostras da rizosfera do feijao cultivado IAC Alvorada apresentaram um padrao
de distribuicdo espacial similar com as amostras de bulk soil, as amostras da rizosfera do feijjdo
selvagem Wild Mex apresentaram um agrupamento distinto e menos disperso (Figura 17). Essa
observacao sugere que o feijao selvagem Wild Mex e capaz de realizar um recrutamento mais
elaborado, selecionando uma comunidade microbiana com funcionalidade diferente da
comunidade microbiana presente no bulk soil e na rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada.
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4.2.5 Busca de genes microbianos relacionados com fungdes benéficas para as plantas
Entre as categorias de funcdo anotadas no banco de dados SEED Subsystems (Level
function), 517 funcbes foram estatisticamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) de
9.335 fungbes anotadas no MG-RAST. Desse grupo foram escolhidas, com base na literatura,
15 fungdes relacionadas com atividade antibidtica, nutricdo e promocédo do crescimento vegetal.

Na Tabela 11 sdo mostradas as fun¢bes significativamente diferentes entre as amostras de bulk

soil e das rizosferas de Wild Mex e IAC Alvorada.

A maioria das funcbes selecionadas foram mais abundantes na rizosfera do feijdo

selvagem Wild Mex (dez funcbes) em comparacdo com a rizosfera de IAC Alvorada (quatro

fungdes) e bulk soil (uma funcéo).

Tabela 11 — FuncGes relacionadas com nutricdo, producdo de antibiéticos e promogdo de crescimento vegetal
significativamente diferentes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis) e porcentagem da frequéncia
relativa média (n =5) no bulk soil (% BS) e nas rizosferas do feijdo cultivado IAC Alvorada (% IA)

e do feijao selvagemWild Mex (% WM)

Funcéo Valorp %BS %IA %WM
Cadeia alfa da nitrogenase (Mo-Fe) (EC 1.18.6.1) 003439 00005 0,0015 0,0023
Cadeia beta da nitrogenase (Mo-Fe) (EC 1.18.6.1) 004550  0,0006 0,009  0,0033
Ségf(;?aptl I\l/lf(g_:‘:(())rnecedora de molibdénio na sintese do 003788 00000 00002  0,0007
Proteina associada NifX 003438  0,0000 0,0007  0,0003
Glutamato sintase dependente de ferredoxin (EC 1.4.7.1) 002399 00088 0,075 00118
Proteina Nac regulatoria da assimilagdo do nitrogénio 000586  0,0002 00008 0,0015
ATPase PhoH induzida pela a inanicdo de fosfato 000919 00060 0,0060 0,0076
Regulador de transcricdo PhnF 004929 00009 00018 0,0012
Regulador PhoQ 003050 00086 0,0094 0,0077
Proteina PhnA do operon da utilizacdo de alquilfosfonato 001674 00003 0,0009 0,0015
e e apren (o 49 o oomn o o
Trspriaor ASC e oaret £160 (1CSALIS) oy opan oo o
Proteina da biosintese de siderdforos, mono-oxigenase 003579  0,0007 00022 0,0023
EL?;;J;?; i\lgdsl;le d\? biosintese de pioverdina, aminotransferase 001240 00021 00016 0,0009
Indol-3-piruvato descarboxilase (EC 4.1.1.74) 002244 00003 0,0017 0,0019
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4.2.5.1 Metabolismo do nitrogénio na rizosfera de feijao

Cinco funcBes relacionadas com o metabolismo do nitrogénio foram mais abundantes
na rizosfera do feijio selvagem Wild Mex e uma na rizosfera de IAC Alvorada. Na rizosfera
do Wild Mex essas fungdes estdo vinculadas com a fixagdo do nitrogénio atmosférico mediada
pela sintese da enzima nitrogenase (EC 1.18.6.1).

O complexo da nitrogenase catalisa a reducdo de varios substratos que incluem o
nitrogénio molecular, acetileno, cianeto e azida. A enzima nitrogenase € a responsavel pela
fixacdo do nitrogénio molecular e apresenta um alto grau de conservacdo da estrutura, fungdo
e sequéncia de aminodcidos através de uma ampla gama filogenética. As nitrogenases possuem
dois componentes que fornecem a maquinaria bioquimica para a reducdo do dinitrogénio a
amonia (ISRAEL et al., 1974).

O Componente | (também chamado dinitrogenase, ou proteina Fe-Mo) é uma proteina
a2P32 tetrdamera e o Componente 1l (dinitrogenase redutase, ou proteina Fe) € uma proteina
homodimera (HERNANDEZ et al., 2008). A biossintese de ambos os componentes (proteina
Mo-Fe e proteina Fe), € um complexo processo que requer o produto de pelo menos 15 genes
diferentes (SCHMID et al., 2002; PARRO; MORENO-PAZ, 2003). Tem sido determinado que
os dois componentes protéicos por si sés ndo exibem atividade catalitica (ISRAEL et al., 1974).

A nitrogenase contém também dois grupos raros de metais, um deles é o aglomerado
de fosforo [8Fe-7S] que junta as subunidades a e B e o outro € 0 cofator (FeMo-co), localizado
na subunidade alfa (SCHMID et al., 2002), considerado como o sitio da reducéo do dinitrogénio
e cuja biossintese requer os produtos do operon nifNE e de alguns outros genes nif. Tem sido
proposto que a proteina NIifNE poderia servir como um andaime sobre o qual o cofator FeMo-
co é construido e logo inserido no Componente | da nitrogenase (TEZCAN et al., 2005).

As proteinas cadeia alfa e cadeia beta da nitrogenase (Mo-Fe) (EC 1.18.6.1), tiveram
maior frequéncia relativa na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex (0,0023% e 0,0033%,
respectivamente) do que na rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada (0,0015% e 0,0019%,
respectivamente) e no bulk soil (0,0005 e 0,0006%, respectivamente). A cadeia alfa da
nitrogenase (Mo-Fe) é codificada do gene nifD e a cadeia beta é produto do gene nifK. A
proteina de Fe (dinitrogenase redutase, componente II) é codificada pelo gene nifH. (BRIGLE
etal, 1985; MASTERSON et al., 1982). A subunidade alfa poderia desempenhar o papel mais
importante na ligacdo de varios grupos prostéticos (grupos ndo protéicos formando parte ou
combinados com uma proteina), especialmente FeMo-co dentro da proteina MoFe. A escassez
de informacdo da sequéncia da subunidade beta, faz com que a interpretagdo da fungdo dessa
subunidade seja dificil de esclarecer (BRIGLE et al., 1985).
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A proteina NifQ fornece molibdénio na sintese do cofator FeMo-co, essa funcédo
também apresentou maior frequéncia relativa na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex
(0,0007%) do que na rizosfera do feijao cultivado (0,0002%) e no bulk soil, onde ndo foi
detectada. Esta proteina é codificada pelo gene nifQ envolvido provavelmente numa etapa
inicial da biossintese do cofator. A NifQ, e talvez outras proteinas associadas com a fixacdo de
nitrogénio, estdo envolvidas no sequestro de molibdénio especificamente para entrega-lo a um
sitio da montagem do cofator FeMo-co e poderia também estar envolvida no processo de
transformacdo do molibdénio para o estado de oxidagéo certo paraaformagéo do cofator FeMo-
co (SANTOS et al.,, 2004). Os terminais C dos radicais cisteina poderiam estar envolvidos na
ligacdo metalica. Pelo menos 11 genes nif codificam proteinas envolvidas na biossintese do
cofator FeMo-co. As proteinas NifB, NifEN e NifH poderiam ser responsaveis por todas as
transformacBes bioquimicas do Fe, S, Mo e do radical homocitrato que levam a amadurecer o
cofator FeMo-co. As outras proteinas NifU, NifS, NifX, NafY, NifQ e NifV poderiam fornecer
substratos fisiologicos e suporte acessério para o grupo cataltico (CURATTI et al., 2007;
HERNANDEZ et al., 2008).

Na rizosfera do IAC Alvorada, a proteina associada NifX foi encontrada com maior
frequéncia relativa (0,0007%) do que na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex (0,0003%) e
no bulk soil, onde ndo foi detectada. As proteinas NifX codificadas pelo gene nifX pertencem
auma familia pequena de proteinas de importancia fisiolégica porque ligam os precursores do
cofator FeMo e/ou o proprio cofator FeMo fornecendo, possivelmente, protecdo para esses
grupos labeis antes da insercdo na apo-dinitrogenase (carente de FeMo-co) (HUANG et al.,
1999; HERNANDEZ et al., 2007). Membros da familia NifX incluem as proteinas NafX e
VnfX (RUBIO et al., 2002). A sequéncia de aminoacidos NifX parece representar um dominio
conservado para uma ligacdo eficiente de diferentes precursores dos cofatores FeMo ou FeV
(PARRO; MORENO-PAZ, 2003; HERNANDEZ et al., 2007).

Na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex, também foi encontrada com maior
frequéncia relativa a glutamato sintase dependente de ferredoxin (EC 1.4.7.1) (0,0118%) do
que a rizosfera do gendtipo cultivado IAC Alvorada (0,0075%) e bulk soil (0,0088%). As
enzimas glutamina sintetase e glutamato sintase (GOGAT) sdo essenciais na assimilacdo de
amonia derivado de fontes externas de nitrogénio e processos metabolicos do nitrogénio como
fotorrespiracdo e catabolismo de aminocidos. A glutamina sintetase catalisa a incorporagéo
inicial de amdnia livre em glutamina usando glutamato como um aceptor, e a glutamato sintase
catalisa a transamidacdo do nitrogénio amido da glutamina a 2-oxoglutarato para formar duas
moléculas de glutamato (SAKAKIBARA et al., 1991).
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A glutamina sintase utiliza ferredoxin (Fd) como um redutor (ferredoxin glutamato
sintase, EC 1.4.7.1) para entregar os equivalentes reduzidos via o grupo [3Fe-4S]%*1 ao grupo
prostético FMN (mononucleotideo flavina) (HEUVEL et al., 2004).

A Fd-GOGAT consiste de quatro dominios: dominio glutamina amidotransferase
(GAT), dominio central, dominio sintase e dominio beta-helicoidal. A glutamina é hidrolisada
no dominio GAT, ea amdnia gerada é transferida ao dominio sintase através dum canal amdnia
intramolecular. Esse canal é composto por residuos dos dominios central e beta-helicoidal e
impede o0 vazamento de amonia a partir da enzima (KAMEYA et al., 2007).

A Fd-GOGAT ¢é encontrada tambem em: Synechocystis, Anabaena,
Thermosynechococcus, Prochlorococcus, Synechococcus (KAMEYA et al., 2007). Na arqueia
halofilica Haloferax mediterranei, capaz de utilizar qualquer fonte disponivel de nitrogénio no
seu ambiente hipersalino extremo, foi encontrada a sintese de GOGAT (PIRE et al., 2014).

Outra funcdo encontrada com maior frequéncia relativa (0,0015%) na rizosfera de
Wild Mex foi a da proteina Nac, regulatoria da assimilagdo do nitrogénio, do que na rizosfera
do fejjdo cultivado IAC Alvorada (0,0008%) e no bulk soil (0,0002%). Essa proteina é ativada
quando o nitrogénio esta em condicdo limitante. A proteina Nac atua ativando os genes hutUH,
putP e ureDABCEFG, os quais codificam enzimas requeridas para o catabolismo de histidina,
prolina e ureia, respectivamente. Por outro lado, a Nac reprime os operons gdhA codificante da
glutamato dehidrogenase (GDH) e gItBD, que codifica a glutamato sintase (MUSE; BENDER,
1998; SCHWACHA,; BENDER, 1993). O gene nac que codifica esta proteina é rigorosame nte
controlado pelo sistema regulatorio do nitrogénio (NTR) (GOSS; BENDER, 1995). A NAC
ativa a transcricdo por ligacdo a um local do DNA perto do sitio de ligacdo da RNA polimerase
(GOSS et al., 2002). A proteina Nac regula um nimero excecionalmente grande de genes, sendo

considerada uma das mais versateis reguladoras em bactérias (BENDER, 2010).

4.2.5.2 Metabolismo do fosforo na rizosfera de feijao

A funcdo da ATPase PhoH induzida pela a inanicdo de fosfato, foi encontrada com
maior frequéncia relativa na rizosfera de Wild Mex (0,0076%) a, do que na rizosfera do feijao
cultivado 1AC Alvorada e no bulk soil, onde apresentou a mesma frequéncia relativa (0,0060%).

A proteina phoH é uma ATPase putativa pertencente ao regulon Pho fosfato presente
na maioria de bactérias e que funcionalmente esta ligado ao metabolismo de fosfolipidios € a
modificacdo do RNA. Pelo menos 31 genes fazem parte do regulon Pho (KAZAKOV et al.,
2003; GOLDSMITH et al., 2011). A inanicdo de fosfato e depois do esgotamento do fosfato

(fase exponencial de crescimento), induzem o regulon Pho. Essas proteinas parecem estar
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envolvidas na protecdo do DNA, membranas e proteinas contra estresse oxidativo e parecem
contribuir & sobrevivencia em condicGes ambientais extremas como o calor ou estresse
osmotico bem como o choque &cido ou alcalino das células em inanicio (ANTELMANN et al.,
2000; BAEK; LEE, 2007). Se o PhoH hidrolisa ATP, o resultado da reacgdo liberaria energia
para conduzir outra reacdo, presumivelmente para auxiliar na absorcdo de fosfato pela célula
(GOLDSMITH etal., 2011).

O regulador de transcricdo PhnF foi uma fungdo encontrada com maior frequéncia
relativa na rizosfera do gen6tipo cultivado IAC Alorada (0,0018%), do que na rizosfera do
feijdo selvagem Wild Mex (0,012%) e no bulk soil (0,0009%). O grupo de genes phn (ou psiD)
é induzido durante a limitacdo de Pi e s&o requeridos para usar os fosfonatos (Pn) como fonte
de fosforo (METCALF; WANNER, 1993). As proteinas PhnF e PhnO poderiam ser proteinas
regulatorias (KONONOVA; NESMEYANOVA, 2002). A PhnF enlaca a regido intergénica
phnF-phnD, importante sitio na regulacdo do operon phnCDFGHIJKLMNOP que permite o
crescimento bacteriano sobre fosfonatos (GEBHARD et al., 2014).

O regulador PhoQ também apresentou maior frequéncia relativa na rizosfera de 1AC
Alvorada (0,0094%) do que na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex (0,0077%) e no bulk soil
(0,0086%). Esse regulador é parte do sistema de sensores ambientais PhoQ/PhoP (sensor kinase
PhoQ e regulador de resposta PhoP) em bactérias. Este sistema governa a viruléncia, medeia a
adaptacdo a ambientes limitantes de Mg?* e regula numerosas atividades celulares em varias
espécies Gram-negativas (GROISMAN, 2001). Controla os genes que produzem enzimas que
modificam o desenvolvimento da célula conferindo resisténcia a peptideos antimicrobianos e
enzimas que aliviam o estresse associado ao pH baixo e outros fatores que regulam a viruléncia
em varios patdgenos Gram-negativos (MILLER et al., 1989; LIPPA; GOULIAN, 2009). O
sensor kinase PhoQ é uma proteina integral da membrana e o dominio periplasmico esta
envolvido na deteccdo do sinal. Quando o Mg?* externo esgota, um sinal é propagado através
da membrana, resultando na ativacdo da fosforilagdo em cascata (MONTAGNE et al., 2001).

O sistema PhoP-PhoQ responde a niveis de Mg?* e Ca* e ndo deveria ser confundido
com os sistemas de dois componentes PhoB-PhoR ou PhoP-PhoR que governam a adaptacdo a
condi¢Oes limitantes de fosfato (GROISMAN, 2001).

A proteina PhnA do operon da utilizacdo de alquilfosfonato, foi encontrada com maior
frequéncia relativa na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex (0,0015%) do que na rizosfera do
feijdo cultivado IAC Alvorada (0,0009%) e no bulk soil (0,0003%). A proteina PhnA faz parte

dum grande operon associado a utilizacdo de alquilfosfonato e clivagem do enlace carbono-
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fosforo. Esta proteina ndo estéd relacionada a enzima fosfonoacetato hidrolase caracterizada e
designada como PhnA por Kulakova et al. (2001).

Os alquilfosfonatos sdo compostos que possuem um enlace C-P e ocorrem amplame nte
de forma livre ou combinada em lipideos, polissacarideos ou proteinas. Muitos
organofosfanatos séo adicionados aos ecossistemas naturais em grandes quantidades na forma
de inseticidas, herbicidas ou retardadores de chama (COOK et al., 1978).

Os genes phn permitem as células crescer sobre alquilfosfonatos (metil-, etil- e 2-
aminoetilfosfonatos) como Unica fonte de fosforo. Essa habilidade é um complexo processo
metabdlico com multiplos genes envolvidos e sob algum tipo de controle pelo regulon fosfato
(Pho). Este processo envolve a atividade enzimética da C-P liase e leva a producdo de metano,
ortofosfato e acetaldeido (COOK etal., 1978; CHEN et al., 1990).

Esta habilidade que tem o0s micro-organismos no solo para clivar os enlaces muito
estaveis de C-P, estd também envolvida em processos ambientais de degradacdo de substancias
organicas e xenobidticas como a degradacdo do herbicida N-fosfonometilglicina (glifosato)
(CHEN etal.,, 1990; SANGAL et al., 2014).

4.2.5.3 Aquisicdo e metabolismo do ferro na rizosfera de feijéo

A respeito das funcBes da aquisicdo e metabolismo do ferro, foram encontradas
funcdes relacionadas com o transporte e sintese de sideroforos.

O ferro é um elemento essencial para a maioria das bactérias, € requerido para
processos metabolicos que incluem a transferéncia de elétrons, ativacdo de oxigénio e
biossintese de aminoacidos e nucle6sidos (CARTER et al., 2006; VOULHOUX et al., 2006).
Porém, a quantidade de ferro biodisponivel é muito limitada, devido a este metal se encontrar
geralmente em oxihidroxidos insollveis. Por isso as bactérias tém desenvolvido sistemas
especializados para obter ferro dos substratos e hospedeiros (NEILANDS, 1995; CLARKE et
al., 2001; EISENDLE et al., 2003). Uma das principais estratégias para a obtencdo de ferro é a
sintese e secrecdo de quelantes de Fe3* de baixo peso molecular, denominados sideréforos, os
quais podem solubilizar o ferro ambiental e entdo ser transportado para dentro da célula via
transportadores da membrana exterior (MIETHKE; MARAHIEL, 2007; NAJIMI et al., 2008).

O transportador ABC de hidroxamato férrico (TC 3.A.1.14.3), proteina de ligacdo do
substrato periplasmatico FhuD, teve igual frequéncia relativa nas rizosferas (0,0005%) e foi
maior do que no bulk soil (0,0001%), enquanto que o transportador ABC de hidroxamato férrico
(TC 3.A.1.14.3), componente FhuB da permeasse, foi mais abundante na rizosfera de IAC
Alvorada (0,0010) do que na rizosfera do genotipo selvagem Wild Mex (0,0007%) e no bulk
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soil onde ndo foi detectada. Os transportadores ABC nos micro-organismos sao fundamentais
para a resisténcia a antibioticos e antifungicos (HIGGINS, 2001).

Diferentes receptores de sideréforos sdo expressados na membrana exterior, cada um
com especificidade para um sider6foro quelado metalico em particular. O sistema de transporte
do ferricromo consiste em quatro proteinas (FhuA, FhuB, FhuC e FhuD) expressadas por
bactérias Gram-negativas (CARTER et al, 2006). A FhuD é uma proteina de ligacao
periplasmatica (PBP) que sob condicbes limitantes de ferro, transporta varios sideréforos
(hidroxamato ferricromo, coprogen férrico e aerobactina férrica) desde um receptor externo da
membrana (FhuA) até um transportador de cinta ATP (permease FhuB/C) ligado a membrana
interna (ROHRBACH et al., 1995; KREWULAK etal., 2005).

Ossistemas de transporte periplasmicos (permeases) bacterianos funcionam sobre uma
grande variedade de substratos e requerem um receptor, uma proteina que se liga ao substrato
localizada no periplasma e que é perdida durante o choque osmotico resultando na perda da
atividade transporte. Estas permeases periplasmicas (também chamadas de sensiveis ao choque)
comumente consistem de trés a cinco proteinas componentes (KERPPOLA; FERRO-LUZZI,
1992). A FhuB é uma proteina hidrofobica requerida para o transporte de hidroxamatos férricos;
medeia a translocacdo real do substrato através da camada dupla de lipideos interagindo de certa
forma com a proteina FhuD na membrana periplasmica e com a proteina FhuC na membrana
internado citosol (KOSTER, 1991; GROEGER; KOSTER, 1998; SEBULSKY et al., 2000).

Quanto a sintese de sideréforos, a proteina mono-oxigenase da biosintese de
sideréforos apareceu com frequéncia relativa maior nas rizosferas de feijdo (~0,002%) do que
no bulk soil (0,001%). No bulk soil e na rizosfera do feijao cultivado IAC Alvorada, foi
encontrada com maior frequéncia relativa a funcdo da proteina PvdN da biosintese do
sideréforo pioverdina, aminotransferase putativa, classe V (BS: 0,0021%; IA: 0,0016%).

O gene sidA codifica a enzima L-ornitina N®-mono-oxigenase SidA (OMO) que é a
primeira etapa comprometida com a biossintese de sider6foros (NEILANDS, 1995; EISENDLE
et al., 2003; MIETHKE; MARAHIEL, 2007; NAJIMI et al., 2008). A enzima L-ornitina-N°-
mono-oxigenase SidA de fungos apresenta uma significativa similaridade no nivel de proteina
das enzimas bacterianas biossintéticas de sider6foros como a ornitina-N°-monooxigenase PvdA
de Pseudomonas aeruginosa e a lisina-N® mono-oxigenase lucD de Escherichia coli. PvdA e
lucD sdo essenciais para a biossintese dos sider6foros pioverdina e aerobactina,
respectivamente (HAAS, 2014).

O sideréforo pioverdina (Pvd) ou pseudobactina € composto de um croméforo

fluorescente e uma porc¢do de peptideo. As proteinas Pvd podem ser classificadas em Pvdl até
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Pvdlll e podem ser distinguidas por suas sequéncias peptidicas de aminoacidos. Em todas as
proteinas Pvd, o peptideo e o cromoéforo séo derivados de precursores de aminoacidos que sdo
montados por sintetases peptidicas ndo ribossomais (NRPS), com outras enzimas que catalisam
reagOes adicionais para completar a maturacdo das proteinas Pvd (VOULHOUX et al., 2006).
PvdH é uma das enzimas conservadas entre as Pseudomonas fluorescentes. Esta enzima &
requerida para a sintese do cromoforo e é uma aminotransferase que catalisa a formacdo de .-
2,4-diaminobutyrato a partir do Beta-semialdeido aspartato. Seis genes tém sido identificados
como os codificadores das proteinas requeridas para a sintese da pioverdina (genes pvd)
(LAMONT; MARTIN, 2003; VOULHOUX et al., 2006).

As Pseudomonas produtoras de Pvd inibem o crescimento de bactérias e fungos por
ser altamente competitivas para o sequestro de ferro. Em certas condicdes, a Pvd funciona como
um antibiético bacteriostatico ou fungistatico difusivel. A producdo de siderdforos conduz a
promocdao do crescimento vegetal devido a limitacdo de ferro como uma condicdo

bacteriostatica que evita a multiplicacdo do patégeno (HAAS; DEFAGO, 2005).

4.2.5.4 Fitohormdnios na rizosfera do feijao

Finalmente, a funcdo da indol-3-piruvato descarboxilase (EC 4.1.1.74) que esta
relacionada com a promocéo do crescimento vegetal, foi mais abundante na rizosfera do feijéo
selvagem Wild Mex (0,0019%) do que na rizosfera do feijdao cultivado IAC Alvorada
(0,0017%) e no bulk soil (0,0003%).

A enzima indol-3-piruvato descarboxilase (IPDC) é essencial para a biossintese do
acido indol-3-acético (AlA) pela via do &cido indol-3-piravico (AIP). Nessa via, o triptofano é
primeiro transaminado por uma aminotransferase IPyA. Depois o IPyA é decarboxilado por
uma indol-3-piruvato ou fenilpiruvato decarboxilase a indol-3-acetaldeido, o qual é oxidado a
AIA por uma oxidacdo ndo enzimatica ou por uma aldeido oxidase/dehidrogenase. Nas plantas
ndo tem sido identificado um gene vegetal que codifique uma enzima com atividade catalitica
do acido AIP. O gene ipdC constitui o0 Unico gene bacteriano descrito de induzir o AIA
(COSTACURTA et al., 1994; TALARICO et al,, 2001; BROEK et al., 2005; PHI et al., 2008;
ZYL et al, 2014). A expressdo do ipdC e producdo de AIA ocorre na fase estacionaria e €
induzido por uma fonte exdgena de triptofano, fenilalanina e tirosina, condicdes presentes na
rizosfera (RYU; PATTEN, 2008).



105

4.3 Sumario dos Principais Resultados

A abordagem dependente de cultivo permitiu recuperar 11 bactérias da rizosfera de feijao
que mostraram inibicdo do crescimento micelial in vitro de fungos patdgenos do feijoeiro,
Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Esses isolados bacterianos foram
identificados como  Streptomyces olivoverticillatus (TWS5.4 maci),  Streptomyces
phaeopurpureus (GRWS3.1 refu), Streptomyces ochraceiscleroticus (TWS3.5 ciat),
Kitasatospora azatica (TIS1.4 brat), Achromobacter animicus (TIS1.4 maat), Alcaligenes
faecalis subsp. phenolicus (TIS1.5 laci), Pseudomonas geniculata (GI2.4 brre), Pseudomonas
protegens (TIS1.4 cuat), Stenotrophomonas daejeonensis (TIS1.4 prat), Brevibacillus brevis
(PW1.4 brru) e Paenibacillus jamilae (TW2.4 mapu). Cinco dessas espécies (Streptomyces
olivoverticillatus, Pseudomonas geniculata, Paenibacillus jamilae, Brevibacillus brevis e
Achromobacter animicus) inibiram o crescimento da maioria das cepas patdgenas testadas.

A abordagem independente de cultivo revelou que a composicdo da comunidade
microbiana na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex foi caracterizada pela maior abundéancia
relativa dos filos bacterianos Acidobacteria, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes, e do filo
fingico Glomeromycota quando comparada com a composicdo da rizosfera do genotipo
cultivado IAC Alvorada, a qual foi constituida em maior proporcao pelos filos bacterianos
Firmicutes, Planctomycetes, Deinococcus-Thermus e pelo filo fingico Ascomycota. No nivel
taxondmico de género, a comunidade microbiana da rizosfera do feijjdo selvagem Wild Mex
apresentou maior frequéncia relativa de géneros que albergam caracteristicas benéficas
importantes para o desenvolvimento da planta. Por exemplo, os fixadores do nitrogénio
Rhizobium, Burkholderia e Azospirillum, os nitrificadores Nitrospira, Opitutus e membros de
Thaumarchaeota; 0s antagonistas e promotores do crescimento Achromobacter, Alcaligenes,
Brevibacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Sordaria e Glomus.

O padréo de distribuicdo observado na andlise de ordenagdo das fungBes no microbioma
da rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex foi diferente do padrdo encontrado no bulk soil e na
rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada. Os resultados indicaram que o gendtipo selvagem
é mais seletivo no recrutamento de micro-organismos e funcdes na rizosfera quando comparado
com o cultivar moderno. A rizosfera do feijjdo selvagem Wild Mex apresentou maior
abundancia relativa de fungbes relacionadas a fixacdo do nitrogénio, producdo de sideroforos e

de &cido indol acético (AlA), quando comparada com o gendtipo cultivado 1AC Alvorada.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O gendtipo de feijdo selvagem Wild Mex foi capaz de recrutar uma maior abundancia
relativa de organismos e fungdes benéficas na rizosfera quando comparado ao recrutamento
realizado pela variedade comercial de feijdo IAC Alvorada. Essa observacdo sugere que o
hospedeiro selvagem apresenta uma maior capacidade de comunicacdo com o microbioma da
rizosfera e explora essa interacdo para se beneficiar de funges do microbioma relacionadas a
nutricdo, protecdo contra patdgenos e promocdo do crescimento vegetal. Dessa forma, conclui-
se que o0 processo de domesticacdo e melhoramento genético das plantas cultivadas
potencialmente debilitou a capacidade do hospedeiro em selecionar e sustentar micro-
organismos e fungbes benéficas na rizosfera.

O consorcio de micro-organismos benéficos na rizosfera do feijdo selvagem Wild Mex
mostrou uma grande diversidade de bactérias, arqueias e fungos. Os resultados indicam a
necessidade do estudo do sinergismo entre Glomeromycota e bactérias dos géneros Rhizobium,
Azospirillum e Brevibacillus, os quais foram mais abundantes no genotipo selvagem de feijao.
A compreensdo das interacGes ecologicas entre estes micro-organismos € essencial para a
exploracdo do microbioma da rizosfera de feijdo de maneira que resulte em efeitos benéficos
para as plantas. Dessa forma, o0s ancestrais das plantas cultivadas poderiam ser usados para a
captura de micro-organismos benéficos em ambientes naturais, onde ocorreu a coevolugdo entre
0 microbioma e o hospedeiro. Finalmente, 0s gendtipos selvagens de plantas sdo fontes de
caracteristicas genéticas que podem ser utilizadas nos programas de melhoramento vegetal para
desenvolver cultivares que suportem comunidades microbianas funcionalmente versateis em
beneficio do crescimento e salde vegetal, bem como na diminuicdo do uso de insumos

agricolas.
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Apéndice A - Dados do sequenciamento metagendmico das amostras de bulk soil de TPA anotados pelo MG-

RAST
Réplicas bulk soil
Dado MG-RAST
BS1 BS2 BS3 BS4 BS5

Pré-Controle de qualidade
NUmero bp 155.050.559 97.221.178 1.782.591.086  1.819.053.303  891.104.998
NUmero sequéncias 693.823 340.867 6.055.127 6.703.976 3.523.333
Comprimento médio (pb) 223 £ 97 285 £ 90 294 + 80 271 + 84 252 £ 90
Cont. médio CG (%) 639 63+9 64 +8 64 +8 63 +8
Pés-Controle de qualidade
NUmero bp 143.223.267 85.524.090 1.329.868.713  1.386.696.311 690.817.961
NUmero sequéncias 671.247 325.612 5.566.239 6.235.232 3.290.217
Comprimento médio (pb) 213 + 93 262 + 97 238 + 96 222 + 89 209 + 88
Cont. médio CG (%) 63 +8 63 +8 64 +8 64 +8 64 +8
Predicdo de proteinas 622.250 309.497 4.943.269 5.437.221 2.933.422
Proteinas identificadas 246.182 137.481 2.081.923 2.177.123 1.151.870
Categorias funcionais 194.672 109.167 1.647.362 1.717.444 907.433

Apéndice B - Dados do sequenciamento metagendmico das amostras de solo rizosférico do feijio gendtipo IAC
Alvorada anotados pelo MG-RAST

Réplicas rizosfera IAC Alvorada

Dado MG-RAST

1Al 1A2 1A3 1A4 IA5
Pré-Controle de qualidade
NUmero bp 174.989.921 212.387.891 377.887.854 584.280.239 731.939.852
NUmero sequéncias 783.068 856.012 1,285,233 1.917.250 2.684.158
Comprimento médio (pb) 223 +£ 98 248 + 95 294 + 91 304 £ 79 272 £ 76
Cont. médio CG (%) 63 +9 62 +10 65 +8 64 +8 64 +8
Pds-Controle de qualidade
Namero bp 158.141.376 192.069.687 268.914.762 444.091.694 578.094.420
Namero sequéncias 753.612 826.238 1.169.711 1.785.611 2.535.779
Comprimento médio (pb) 209 + 94 232 £ 94 229 + 102 248 + 99 227 £ 85
Cont. médio CG (%) 63+9 62 +10 65+8 64 +8 64 +8
Predicdo de proteinas 696.971 767.453 1.078.675 1.626.252 2.250.557
Proteinas identificadas 274.640 313.869 452.045 713.179 942.789
Categorias funcionais 215.137 244,989 357.019 562.211 741.712
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Apéndice C - Dados do sequenciamento metagendmico das amostras de solo rizosférico do feijdo genétipo Wild

Mex anotados pelo MG-RAST

Réplicas Wild Mex

Dado MG-RAST
WM1 WM?2 WM3 WM4 WM5

Pré-Controle de qualidade

NGmero bp 212.485.969 114.490.052 908.890.218 964.360.779 1.090.593.960
NUmero sequéncias 900.471 486.522 2.954.676 3.603.547 5.151.121
Comprimento médio (pb) 235+ 92 235 + 100 307 £ 77 267 + 84 211 £ 92
Cont. médio CG (%) 62 +10 62 +11 64 +9 6319 62 +10
Pds-Controle de qualidade

NUmero bp 194.880.556 102.977.151 575.404.147 756.419.507 883.472.296
NUmero sequéncias 874.569 465.485 2.638.400 3.422.618 4.903.452
Comprimento médio (pb) 222 + 90 221 + 96 218 + 98 221 + 88 180 £ 79
Cont. médio CG (%) 62 +10 62 + 10 64 +9 6319 62 +10
Predicéo de proteinas 807.486 427.936 2.398.291 3.056.596 4.187.500
Proteinas identificadas 325.104 169.816 951.823 1.216.158 1.464.254
Categorias funcionais 253.089 132.262 745.380 951.256 1.135.078

Apéndice D - Numero de sequéncias e frequéncia relativa (%) média (n = 5) dos dominios Bacteria, Archaea e
Eukarya no metagenoma de bulk soil (BS), rizosfera do feijdo cultivado IAC Alvorada (IA) e
rizosfera do feijao selvagem Wild Mex (WM)

Dominio Seqtéeguas % BS Seql:imas % IA Seq\bj\;elcluas % WM
Archaea 45.286 0,85 18.480 0,75 26.676 0,69
Bacteria 5.361.809 98,38 2.469.936 98,07 3.809.273 97,28
Eukaryota 32.742 0,59 24.572 1,01 67.214 1,86
Virus 791 0,01 410 0,02 600 0,02
Sequéncias ndo classificadas 8.883 0,16 3.770 0,15 5.711 0,15




