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RESUMO

FONSECA, M. C. Avaliacdo quantitativa e taxondmica de bactérias mobilizadoras de
fosforo na rizosfera do feijoeiro. 2020. 65 p. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2020.

O fosforo é um elemento essencial para a realizagdo de fungGes metabolicas nas plantas e
muitas vezes é o principal limitante para a produgéo agricola, devido a sua forte imobilizac&o
no solo. A atividade microbiana possui um importante papel na ciclagem de nutrientes,
mediando os processos de mobilizagdo de fosforo para as plantas. Assim, o presente trabalho
busca avaliar como plantas com diferentes eficiéncias na utilizacdo do fosforo influenciam na
estruturacdo e abundancia da comunidade microbiana, e de bactérias mobilizadoras de
fosforo, quando cultivados em solos com diferentes fertilidades. Para isso, foram utilizados
dois gendtipos de feijdo com eficiéncia contrastante na assimilacdo de fosforo. Estes foram
cultivados em casa de vegetacdo, sob condi¢fes controladas, em solo de Terra Preta da
Amazonia (TPA) e de agricultura (SA), e o controle dos tratamentos foi composto por vasos
sem plantas (bulk soil). Ap6s o cultivo, foram coletados solo rizosférico e bulk soil para
analises quimica, atividade enzimatica das fosfatases acidas e alcalina, g°PCR dos genes
funcionais pgqqC e phoD, relacionados ao ciclo do fosforo, e dos marcadores filogenéticos 16S
rRNA de Bacteria e Archaea. Também foi realizado o sequenciamento Amplicon de 16S
rRNA de Bacteria para analise da estrutura, composicao, riqueza e diversidade da comunidade
bacteriana presente no solo. Com este estudo foi possivel verificar que, com a analise da RDA
seguida pela analise de Monte Carlo, os atributos quimicos do solos, tais como potassio (F =
2,70; P = 0,047) e fésforo (F = 2,72; P = 0,049) foram os que apresentaram maior influéncia
sobre a comunidade bacteriana, que a riqueza e diversidade de espécies foram maiores em
solo rizosférico independente do tipo de solo, teste t student (P < 0,05), e que a composicao
obtida por meio do sequenciamento de Amplicon 16S rRNA, e abundancia de Archaea e
Bacteria, realizada por meio da técnica de gPCR, de modo geral, foram diferencialmente
estimulada pelos gendtipos quando cultivadas em solos com diferentes fertilidade, teste t
student (P < 0,05). Com isso, pode-se concluir que plantas com diferentes eficiéncias na
assimilacdo de fdésforo podem estimular diferencialmente o microbioma da rizosfera e
consequentemente influenciar de forma diferente na mobilizagéo de fosforo.

Palavras-chave: Atividade bacteriana. Atividade enzimética. Mobilizacdo de fosforo. phoD.
pggC. 16S rRNA.
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ABSTRACT

FONSECA, M. C. Quantitative and taxonomic evaluation of phosphorus mobilizers
bacteria in the common bean rhizosphere. 2020. 65 p. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2020.

Phosphorus is an essential element for the performance of metabolic functions in plants and is
often the main limiting factor for agricultural production, due to its strong immobilization in
the soil. Microbial activity plays an important role in nutrient cycling, mediating phosphorus
mobilization processes for plants. Thus, the present work seeks to evaluate how plants with
different efficiencies in the use of phosphorus influence the structure and abundance of the
microbial community, and of phosphorus-mobilizing bacteria, when grown in soils with
different fertilities. For that, two bean genotypes with contrasting efficiency in phosphorus
assimilation were used. These were grown in a greenhouse, under controlled conditions, on
Terra Preta da Amazonia (TPA) and agriculture soil (SA), and the treatment control consisted
of pots without plants (bulk soil). After cultivation, rhizospheric soil and bulk soil were
collected for chemical analysis, enzymatic activity of acid and alkaline phosphatases, qPCR
of the functional genes pqqC and phoD, related to the phosphorus cycle, and the phylogenetic
markers 16S rRNA from Bacteria and Archaea. Amplicon sequencing of 16S rRNA from
Bacteria was also carried out to analyze the structure, composition, richness and diversity of
the bacterial community present in the soil. With this study it was possible to verify that, with
the analysis of the RDA followed by the Monte Carlo analysis, the chemical attributes of the
soils, such as potassium (F = 2.70; P = 0.047) and phosphorus (F = 2.72; P = 0.049) were
those that had the greatest influence on the bacterial community, that species richness and
diversity were greater in rhizospheric soil regardless of soil type, student t test (P <0.05), and
that the composition obtained through sequencing of Amplicon 16S rRNA, and abundance of
Archaea and Bacteria, performed using the qPCR technique, in general, were differentially
stimulated by genotypes when cultivated in soils with different fertility, student t test
(P<0.05). With this, it can be concluded that plants with different efficiency in phosphorus
assimilation can differentially stimulate the rhizosphere microbiome and consequently
influence phosphorus mobilization differently.

Keywords: Bacterial activity. Enzymatic activity. Phosphorus mobilization. phoD. pqqC. 16S
rRNA.



12



SUMARIO
1. INTRODUGAD ..ottt eee e 15
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt en s 16
2.1 FOSTOro € SuUa IMPOITANCIA .....ccveeviiieeiecie et esreene s 16
2.2 P n0 5010 € Suas tranSfOrMACOES ........ccccuevverieiieiieie sttt te e sre e 17
2.3 Planta e sua importancia para MicrorganiSImOS ...........cciverueeeesieesiesseeseesesseeseeseens 19
2.4 Microrganismos no processo de mineralizacdo de P Organico..........cccoovevvevveiieennnne 20
2.5 Microrganismo na solubilizagdo de P INOrganiCo..........cc.cuuvririeieieneni e 21
2.6 Técnicas moleculares nos estudos de MiCrorganiSmOS............ooeerereerenereeienenens 22
B HIPOTESE oottt bbb 24
O ] N | I AV PR 24
5. JUSTIFICATIVA ettt bbbt ne e 24
6. MATERIAL E METODOS ..ot esisse st ses s ss s, 25
6.1 Area de coleta e delineamento eXperimental ...............ccccovieeieeerseeesieesseeseeeees 25
6.2 Caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos das amostras de solo..................... 27
6.3 Andlise das enzimas fosfatases acida e alcalina...........ccocovvvviiiiiinieni i 28
6.4 Extracdo e quantificacdo de DNA total das amostras de solo ..........cccccevvviveivennnns 28
6.5 PCR quantitativo em tempo-real (QPCR) ......c.coeiiiiiiiiiiiiieeee s 29
6.6 Sequenciamento do gene 16S rRna de Bacteria..........cccooevvrieieeiiiie e 30
6.7 ANALISE A€ AUOS ........eceeeieiieee e 30
7. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cvoieeeiieeeeereseeessesissetesasss s ienen s sess s, 32
7.1 Parametros quimiCoS A0 SOI0 .......ccveiviiieiicie e 32
7.1.1 Comparacdo entre 0S dois tipos de SO0 ..........ccceevviiiieiieiiccceee e 32
7.1.2 Comparacdo entre 0s tratamentos em cada tipo de SOI0 .........ccccceevvevvevieiiecieenen, 33
7.2 Sequenciamento do gene 16S rRNA bacteriano ..........ccoccovvreveinineisineeenees 35
7.2.1 Anélise da estrutura da comunidade bacteriana ...........ccccveieiinieininiiees 35
7.2.2 Diversidade e riqueza da comunidade bacteriana.............ccoceeevevenencienencnene 38
7.2.3 Composicédo da comunidade DaCteriana ............coceovvererenireiesienineeseseeeese e 39
7.2.4 Microrganismo solubilizadores de fOSfOro..........ccccooevveveiiiiicie e 45
7.3 Abundéncia da comunidade Dacteriana............cceeevereiiiiiieieeee e 47
7.3.1 Analise de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) ........ccccovveiiiieiieiecie e 47
7. 3.2 ENZIMAS ...ttt bbbt e et ne e bt e beeneesneenne s 50
8. CONCLUSAD ........oviiiiiiiieiieeis sttt 52

REFERENCIAS ..ottt e e e e e e et e e e e es e e e e et e e e e et e es et 53

13



14



15

1. INTRODUCAO

O fosforo (P) € elemento essencial para que exista vida, necessario para a realizacao
de funcGes metabdlicas celulares (CORRELL, 1999), além de fazer parte da composicao
estrutural das membranas. A principal fonte de P para os seres vivos sdo as rochas fosfaticas
que constitui um recurso natural, ndo renovavel e finito (CORDELL et al., 2009; VACCARI,
2009).

As rochas fosfaticas se distribuem de forma desigual por todo o mundo. Visto o
aumento da populacdo mundial e a intensa exploragdo deste recurso para atender a demanda
por alimento, estima-se que as reservas durem cerca de 300 a 400 anos (VAN
KAUWENBERGH, 2010), nas condicdes atuais de exploracdo, sendo uma problematica
mundial quanto a escassez e sustentabilidade.

E conhecido que os solos tropicais e subtropicais, em geral, apresentam baixo teor de
P disponivel para o desenvolvimento de plantas, sendo este muitas vezes o principal limitante
para a producdo agricola (BIELESKI, 1973). Desta forma é necessario a suplementacdo com
adubacdes fosfatadas, no entanto, menos de 20% destes fertilizantes fica disponivel para as
plantas, o restante fica retido no solo (VANCE, 2001).

Esta baixa disponibilidade de P para as plantas esta relacionado a mineralogia e ao
ambiente geoquimico dos solos que, favorecem a retencdo dos ions de P em seus
constituintes, ou converte este nutriente em compostos pouco solliveis (BRADY; WEIL,
1996). Os microrganismos possuem importante papel na ciclagem de nutrientes e no processo
de mobilizagdo de P, disponibilizando mais facilmente a obtencéo deste nutriente para as
plantas.

Assim, o cenario atual exige descobrir formas alternativas de fornecer altos teores com
baixa entrada de P. Estudos buscam formas para melhorar o aproveitamento de formas
pouco disponiveis para as plantas, seja por meio de melhoramento genético, utilizando
cultivares que apresentam maior eficiéncia na assimilacdo deste nutriente, ou de plantas que
recrutem mais microrganismos que viabilizam estes processos, por meio da mineralizagao e
solubilizagéo de P.

Desta forma, o presente estudo buscou avaliar como plantas (feijoeiro) com diferentes
eficiéncias na utilizagdo do fosforo influenciam na estruturagéo e abundancia da comunidade
microbiana, e de bactérias relacionadas ao ciclo do fésforo, quando cultivados em solos com

diferentes fertilidades.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1  Pesuaimportancia

O P é elemento essencial para a existéncia e manutencdo da vida no planeta
(WESTHEIMER, 1987). Este € necessério para a realizacdo de fun¢bes metabdlicas celulares,
como processos de producdo de energia (ATP), ativacdo e inativacdo de enzimas, sintese e
composicdo de acidos nucleicos (CORRELL, 1999; HISINGER, 2001; CARDOSO;
ANDREOTE, 2016), além de fazer parte da composicéo estrutural das membranas celulares.

Na agricultura, o P € um dos nutrientes mais limitantes para a producdo agricola,
devido a sua baixa disponibilidade, pois apesar dos solos apresentarem grande quantidade de
P total, apenas uma pequena parte esta prontamente disponivel para as plantas (BIELESKI,
1973). Desta forma, grandes quantidades de fertilizantes fosfatados sdo utilizados para
sustentar a produtividade das culturas (RAGOT et al., 2015).

Com o crescimento populacional apds a Segunda Guerra Mundial, houve a
necessidade de aumentar a produtividade para sustentar a demanda por alimento. Assim, o
uso de fertilizantes sintéticos na producdo agricola teve papel fundamental para suprir essa
demanda (CORDELL; WHITE, 2014), e a minera¢do de rochas fosfaticas aumentou
rapidamente para acompanhar a producédo de nitrogénio (BRINCK, 1977).

Estima-se que até 2050, a demanda por alimentos deva dobrar para sustentar o
aumento populacional de 9 bilhdes de pessoas, tornando recursos essenciais para a producdo
de alimentos, como o P, cada vez mais escassos (GRIGGS et al., 2013). A Unido Europeia
considera o P como um elemento critico para a bioeconomia e para a seguranga alimentar por
se tratar de um recurso finito, essencial e insubstituivel (CORDELL; WHITE 2014).

Diferente de outros elementos como N e S, o P ndo possui forma gasosa estavel
(SCHLESINGER; BERNHARDT, 2013). Na atmosfera, existem tracos de fosfina (PHs) que
é uma molécula volatil de ocorréncia natural e extremamente toxica para seres humanos
(GENG et al., 2005; HAN et al., 2010; PASEK et al., 2014).

No solo, este elemento nunca é encontrado livre devido a sua alta reatividade, mas é
amplamente distribuido em muitos minerais (DANESHGAR et al., 2018). Os depositos de
fosfato, chamados de rocha fosfatica ou fosforito, sdo encontrados em todo o0 mundo, podendo
ser divididos em duas categorias principais: rochas fosfatadas igneas e sedimentares
(DESMIDT et al., 2015).
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As rochas igneas sdo geralmente de baixa solubilidade e com elevado valor de
recuperacdo. As rochas fosfaticas sdo mais abundantes e fornecem mais de 80% da produgéo
mundial total de fosfato (DESMIDT et al., 2015). Estas estdo distribuidas de forma desigual
por todo mundo, além de possuirem qualidade variavel. Além disso, podem conter metais
pesados que se acumulam em solos ardveis, como por exemplo o cadmio, uranio e zinco
(DANESHGAR et al., 2018).

De acordo com US Geological Survey (2019) as principais areas de mineracdo de
rocha fosfatica sdo: China, Estados Unidos e Marrocos. As maiores reservas sedimentares de
rocha fosfatica sio encontradas no norte da Africa, China, Oriente Médio e Estados Unidos,
sendo que o Marrocos e o Saara Ocidental contém cerca de 70% das reservas mundiais de
fosfato. As reservas igneas significativas, sdo encontradas no Brasil, Canada, Russia e Africa
do Sul.

No entanto, as reservas brasileiras de P representam 1% de toda a reserva mundial, e
destas reservas, grande parte sdo de baixa qualidade, apresentando baixa solubilidade
(DESMIDT et al., 2015). Por este motivo, a maioria dos adubos fosfatados utilizados para a
producdo agricola no Brasil sdo importados, aumentando muito o custo para producédo
agricola.

As estimativas das reservas de P variam de acordo com o tipo de modelo de
esgotamento usado e as suposi¢gdes que eles implicam. O modelo de propor¢do fixa de
reservas/producdo empregado por Van Kauwenbergh (2010) do IFDC e Fixen (2009)
assumem, de maneira otimista, que toda a reserva dure de 300 a 400 anos. No entanto, é
provavel que as reservas remanescentes tenham qualidade cada vez menor, e que 0s custos
para extracdo sejam cada vez mais onerosos, 0 que significa que o fornecimento de
fertilizantes fosfatados de alta qualidade também se tornard progressivamente mais restrito
(CORDELL et al., 2009).

2.2 P nosolo e suas transformacdes

O P no solo pode ser encontrado nas formas organicas (Po) e inorganicas (Pi). Além
disso, 0 mesmo pode estar tanto na solu¢do do solo e prontamente disponivel para absorcéo
pela planta, quanto na fase solida e apresentando diferente mobilidade e biodisponibilidade.
Esta disponibilidade muitas vezes é descrita pelo grau de labilidade, que é a interacdo que este
nutriente possui com os sitios de adsorcdo. Formas labeis (disponiveis) sdo encontradas em

solugéo do solo, ou nos constituintes do solo com baixa energia de ligacdo, podendo ser
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facilmente absorvido por plantas e microrganismos, enquanto que formas pouco labeis ou néo
labeis, possuem uma maior energia de ligacdo (MENDES; DOS REIS JUNIOR, 2003).

Quando fontes solluveis de P sdo adicionadas ao solo, esse elemento pode ser
adsorvido na superficie dos coldides ou convertido a compostos pouco soluveis ligados a
ferro (Fe) e aluminio (Al), diminuindo os teores desse nutriente em solu¢do (BRADY; WEIL,
1996; KHAN; ZAIDI; MUSARRAT, 2014). Por este elemento quimico ser altamente reativo,
e pela mineralogia do solo, a retencdo deste em seus constituintes é favorecida (SYERS et al.,
2008).

A remocgdo de P da solucdo do solo e seu reabastecimento resultam de uma
combinagdo de processos fisico-quimicos e processos biologicos (BUNEMANN, 2015). Na
solucdo do solo as concentracdes de P sdo muito baixas, e na maioria das vezes o teor deste
elemento esta abaixo do que as plantas conseguem absorver (GOEDERT et al., 1986). A
quantidade disponivel na solucéo do solo é reabastecida pela dessor¢do dos minerais do solo e
pela mineralizacdo de Po presente em material organico (BUNEMANN, 2015). Além disso,
tais processos sdo mediados por diversos microrganismos com diferentes estratégias de
disponibilizacdo (ILLMER et al., 1995; HINSINGER, 2001; RICHARDSON et al., 2009).

A fracdo P organico representa uma importante fonte para as plantas e sua
disponibilizacdo ocorre por meio do processo de mineralizacdo, que é a hidrolise de ligacdes
com grupos organicos (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; LIM et al., 2007). Este processo é
realizado por enzimas fosfomonoesterases (fosfoproteinas, fosfatases, fitases e nucleotidases)
(NANNIPIERI et al., 2011; KHAN; ZAIDI; MUSARRAT, 2014). Além disso, essas enzimas
sdo responsaveis por hidrolisar grupos de diferentes complexidades de Po. As
fosfomonoesterases acidas, podem ser liberadas por plantas e por microrganismos no solo,
enquanto que as fosfomonoesterases alcalinas sdo liberadas apenas por microrganismos
(JUMA; TABATABAI, 1988; TABATABAI, 1994; NANNIPIERI et al., 2011).

Na fracdo de Pi, o P pode estar na forma labil e ndo labil. As formas labeis
predominantes sdo: é&cido fosforico (H3PO,), é&cido ortofosférico (H,PO,), é&cido
monofosférico (HPO,™) e fons fosfato (PO.) que variam conforme o pH do solo (MENDES;
DOS REIS JUNIOR, 2003). O P nédo-labil esa ligado a 6xidos e hidroxidos de Fe, Ca e Al.
Geralmente ligados & AIF*e Fe’*em solos 4cidos, e com Ca’* em solos
basicos (GUSTAFSSON et al., 2012; YADAV; VERMA, 2012). Naturalmente, a
disponibilidade ndo depende apenas do pH, mas de diversos outros fatores que alteram o
equilibrio de P da fase solida para P na solugdo (ANGHINONI, 2004; PAVINATO, 2008;
CARDOSO; ANDREOTE, 2016).
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Sabe-se que a forma preferencial de fosforo absorvida e assimilada pelas plantas é na
forma de H,PO, (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999), e que o manejo da adubaco fosfatada,
assim como as boas praticas para o uso racional de fontes de P na agricultura sdo necessarias
para reduzir a dependéncia externa da importacdo de fertilizantes fosfaticos. Estima-se que
apenas 20% do total das adubacdes fosfatadas ficam disponiveis para as plantas (VANCE,
2001), o restante fica retido na fracdo mineral do solo, necessitando de formas alternativas

que viabilizem o processo de obtencédo de P pelas plantas.

2.3  Plantas e sua importancia para a microbiota do solo

As plantas correspondem & um fator importante na estrutura e fungdo da comunidade
microbiana do solo (PEIFFER et al., 2013; TURNER et al., 2013; ZHOU et al., 2017; ZHOU
et al., 2018), disponibilizando compostos organicos (acucares simples) na forma de exsudatos
que sdo utilizados pelos microrganismos (SINGH et al., 2007; CHAPARRO et al., 2013). Na
rizosfera é liberado uma grande quantidade de exsudatos, sendo uma fonte de C prontamente
disponivel para microrganismos (WATT et al., 2006; JONES et al., 2009). A rizosfera
funciona como um hotspot de mobilizacdo de P (RICHARDSON et al., 2009; SPOHN et al.,
2015), visto que a dindmica do fosforo no sistema solo-planta é determinado pelos efeitos
integrativos da transformacéo, disponibilidade e da utilizag&o do nutriente pela planta (SHEN
etal., 2011).

Alguns estudos tém comparado as alterac@es que ocorrem na comunidade microbiana
da rizosfera pelo efeito da exsudacdo radicular (BOUASRIA et al., 2012; CHAPARRO et al.,
2013). Diversos autores ja verificaram a influéncia de leguminosas sobre as concentragdes de
P na solucdo no solo (MAT HASSAN et al., 2011). Além disso, algumas leguminosas podem
mobilizar formas de P menos labeis quando comparada com cereais (KAMH et al., 1999;
NURUZZAMAN et al., 2005a, NURUZZAMAN et al., 2005b). Ademais, segundo Yan et al.
(1996), gendtipos de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) possuem habilidades para
solubilizar P a partir de formas pouco disponiveis, como fésforo ligados a ferro e aluminio.

Fatores como exsudatos liberados pelas raizes (HOFFLAND et al., 1989; KAMH et
al., 1999) e a morfologia da raiz (SCHENK; BARBER, 1979) podem contribuir para uma
maior eficiéncia de utilizacdo de P. Isso porque plantas e microrganismos desenvolveram
mecanismos para mobilizacdo de P, através da liberacdo de protons modificando o pH do
solo, liberacdo de acidos organicos e quelacdo de céations, e fosfatases extracelulares que
mineralizam P organico (ILLMER et al., 1995; HINSINGER, 2001; RICHARDSON et al.,
2009).
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2.4 Microrganismos no processo de mineralizacéo de Po

Os microrganismos desempenham papel fundamental na ciclagem de nutrientes,
decompondo e mineralizando material organico, liberando e transformando elementos
inorganicos (MARSCHNER et al., 2011), podendo ser considerados como bioindicadores da
qualidade do solo. Estes, sdo considerados chave para o ciclo do P no solo (OBERSON;
JONER 2005), pois além de mediar os processos para a disponibilizacdo, atuam também
como fonte de P.

Como os microrganismos utilizam o P do solo para o crescimento da biomassa
microbiana, os mesmos podem imobilizar temporariamente o P da solucdo, principalmente
quando o carbono sollvel esta disponivel (BUNEMANN et al., 2004; OLANDER;
VITOUSEK, 2004). No entanto, podem retornar ao solo rapidamente, sendo considerados
como uma importante fonte de P, uma vez que a biomassa microbiana varia 0,4-2,5% do P
total em solos cultivados, podendo chegar até 7,5%, em algumas situacdes (OBERSON;
JONER, 2005).

No solo, a fracdo de P orgénico pode constituir de 30 a 50% do fosforo total (PAUL,;
CLARK, 1988), embora alguns solos possam variar de 5 a 95% de P organico (SHARPLEY,
1985). O P organico pode ser classificado em quatro fracGes: labil, moderadamente labil,
moderadamente resistente (P - &cido fllvico), e altamente resistente (P - &cido himico)
(BOWMAN; COLE, 1978; RANDRIAMANANTSOA et al., 2015).

Os microrganismos podem acessar e reciclar P a partir de formas recalcitrantes de P
organico por processos enzimaticos, por meio das fosfatases, que hidrolisam o grupo
ortofosfato a partir de compostos organicos, liberando fosfato soltvel e contribuindo assim
para a biodisponibilidade de P no solo (CONDRON et al., 2005; NANNIPIERI et al., 2011).
As fosfomonoesterases incluem fosfatases 4&cidas, alcalinas, fitases e nucleotidases,
mineralizando os monoésteres de ortofosfatos, como fosfatos de acucar, fitato e nucleotideos
(NANNIPIERI et al., 2011; FRASER et al., 2015). As fosfatases alcanina s&o liberadas
apenas por microrganismos (ROMANYA et al., 2017), enquanto que as fosfatases &cidas sdo
liberadas tanto por plantas quanto por microrganismos (TABATABAI, 1994).

As fosfatases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise das ligagdes éster-fosfato (com
excecao dos fosfatos de inositol, como o fitato) para liberar o fosfato (JUMA; TABATABAI,
1978; NANNIPIERI et al., 2011). As atividades fosfatases acida e alcalina tém sido
amplamente estudadas para a avaliagdo da mineralizagdo orgénica de P sob diferentes regimes

de manejo agricola em muitos tipos de solos (NANNIPIERI et al., 2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/hydrolysis
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2.5  Microrganismos na solubilizagéo de Pi

Diversos sdo 0s mecanismos pelos quais 0s microrganismos podem aumentar a
disponibilidade de P do solo. Por exemplo, bactérias mineralizadoras de P e fungos
micorrizicos arbusculares sdo capazes de hidrolisar P organico via fosfatase (TAN et al .,
2013; CUl et al., 2015; RAGOT et al.,, 2016). As bactérias solubilizadoras de P podem
produzir acidos organicos de baixo peso molecular que solubilizam P inorgéanico (OTEINO et
al.,, 2015; AN; MOE, 2016), além da biomassa microbiana que também contribui para
disponibilizar P no solo.

A solubilizacdo de P inorganico no solo por bactérias, ocorrem por meio de
mecanismos ndo enzimaticos, com a liberacdo de &cidos organicos, e H (ZAIDI et al., 2009;
JONES; OBURGER, 2011; HSU et al., 2015), solubilizando o P inorganico devido a
diminuicdo do pH, no caso de solos alcalinos, aumento da quelacdo dos cations ligados ao P,
ou competicdo com P pelos sitios de adsor¢do, ocorrendo a liberacdo de P para solucdo do
solo (SHARMA et al., 2013).

Diversos sdo os microrganismos que realizam solubilizacdo de fosfato, tais como:
Pseudomonas frederiksbergensis, Bacillus megaterium, Rhodococcus opacus, Arthrobacter
phenanthrenivorans, Arthrobacter defluvii, Arthrobacter chlorophenolicus,
Arthrobacter sp, Kurthia zopfii, Paenibacillus polymyxa, Telluria mixta, Streptomyces
prasinopilosus, Streptomyces rishiriensis, Bacillus acidiceler, Rhodanobacter sp,
Rhodococcus sp, Burkholderia, Massilia putida, Duganella sp, Rhizobium leguminosarum,
Pseudoduganella, Variovorax paradoxos, Kurthia zopfii, Leifsonia shinshuensi (ZHENG et
al., 2018).

Entre os mecanismos de disponibilizacdo de P, o mais bem caracterizado, € mediante
secrecdo de acido glucdnico (GOLDSTEIN, 1995; AN; MOE, 2016). O &cido gluconico é o
principal acido orgénico produzido devido a oxidagdo direta da glicose pelas enzimas glicose
desidrogenase (GDH) (GOLDSTEIN; MEAD, 1993; NAIK et al., 2008) regulado pelo gene
gcd (quinoproteina glicose desidrogenase). Estas enzimas estdo presentes em grupos de
bactérias solubilizadoras de Pi cuja biossintese requer o cofator redox pyrrologuinoline
quinone (PQQ), operon, composto por 11 genes (AN; MOE, 2016; ZHOU et al., 2018), este
cofator possui producdo exclusiva por microrganismos, e este € importante no processo na
solubilizacdo de Pi (MEYER, et al., 2011), sendo essencial para a producdo do acido (ZHOU
etal., 2018).

Alguns estudos com mutantes bacterianos que ndo produziam o PQQ, verificaram o

acido gluconico nédo era produzido, mostrando a intima relagdo do cofator com 0s processos
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de solubilizacdo do fosfato (HAN et al., 2008; DE WERRA et al., 2009). Assim, o PQQ pode
ser um bioindicador alternativo para bactérias gram negativa solubilizadores de fosfato
(RODRIGUEZ et al., 2006).

Segundo o trabalho de An e Moe (2016), os niveis do PQQ variam de acordo com a
fonte de carbono, e é ativado na presenga de glicose em compara¢do com outras fontes.
Também foi observado que a enzima glicose desidrogenase é mais abundante em condicGes
onde o substrato esta prontamente disponivel e quando o fosfato soltvel é baixo (AN; MOE,
2016).

Burkholderiales, Chthniobacteriales e Actinomycetales, além de Pseudomonales,
foram identificados a partir de sequéncias pqqC (LONG et al., 2018), embora os pares de
primers de PCR tenham sido projetados para atingir o género Pseudomonas (MEYER et al.,
2011). Os genes de biossintese do PQQ foram verificados em varios microrganismos,
incluindo proteobactérias, actinobactérias, firmicutes, cianobactérias, verrucomicrobia,

acidobacteriales, planctomycetes e até algumas arquéias (LONG et al., 2018).

2.6 Técnicas moleculares no estudo de microrganismos

Os métodos microbioldgicos convencionais foram facilmente adotados por técnicas
moleculares, aliado a ferramentas de bioinformética, que permitem analisar comunidades
microbianas complexas e diversas com maior facilidade e rapidez. Estas técnicas permitem a
exploracdo de dados nos estudos da diversidade genética de microrganismos nao cultivaveis
em diversos ambientes, permitindo uma investigacdo mais ampla e completa sobre os
microrganismos (BOUGHNER; SINGH, 2016).

As tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS), auxiliaram na
determinacdo dos principais fatores responsaveis pela natureza dindmica dessas comunidades
complexas e sua interagdo com plantas e ambientes nativos. Entre estas tecnologias, a analise
da comunidade microbiana com base no sequenciamento do gene 16S rRNA é uma
ferramenta rapida e confiavel que esta sendo prontamente usada para analise abrangente de
comunidades microbianas (KIMURA et al., 2007).

O gene 16S rRNA é atualmente considerado o marcador filogenético mais
versatil, contém regides hipervariaveis intercaladas com regides altamente conservadas e esta
presente em todos os procariontes, permitindo sua aplicagdo ao estudo da estrutura da
comunidade microbiana (TRINGE et al., 2008). Este funciona como um excelente
marcador filogenético, sendo mais resistente as mutagdes em compara¢do com outros genes
conservados (CLARRIDGE 111, 2004).
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Com o desenvolvimento destas técnicas, vérias ferramentas de software foram
desenvolvidas para analisar eficientemente a enorme quantidade de dados que s&o gerados
(BOUGHNER; SINGH, 2016). As ferramentas de software mais utilizadas incluem Mothur
(SCHLOSS et al., 2009) e QIIME (CAPORASO et al., 2010), que incluem etapas para a
qualidade de filtragem dos conjuntos de dados, e verificagdo de quimeras (EDGAR et al.,
2011).

Para a classificacao filogenética, utiliza-se bases de dados de sequéncias de 16S rRNA
bem conservadas que séo periodicamente atualizadas nos bancos de dados (COLE et al.,
2014). Além disso, outra técnica muito utilizada é a reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR), utilizada para avaliar a abundancia quantitativa de genes funcionais e de
marcadores filogenéticos, que sdo prontamente usada para a complementacdo e verificacdo
dos dados de sequenciamento de genes de 16S rRNA (HANG et al., 2014).

As tecnologias NGS foram utilizadas para triagem de alto rendimento e ndo sé se
tornaram ferramentas mais eficientes e acessiveis para o estudo de comunidades microbianas,
mas também fornecem uma melhor visdo das interacdes que ocorrem em comunidades
microbianas complexas (BOUGHNER; SINGH, 2016).
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3 HIPOTESE

Neste trabalho hipotetizamos que, plantas com diferentes eficiéncias na utilizacdo de P
tém capacidade de alterar diferencialmente a microbiota da rizosfera, incluindo os

microrganismos relacionados ao ciclo do P.

4 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a estrutura da comunidade microbiana, e
quantificar a abundancia de bactérias totais e mobilizadoras de fdsforo, utilizando dois
gendtipos de feijdo (Phaseoulus vulgaris L), um possuindo maior eficiéncia na assimilacéo de
P (BAT 477) e outro menos eficiente (DOR 364), em dois tipos de solo: TPA — Terra preta da
Amazo6nia com maior disponibilidade de nutrientes, e solo SA — Solo Agricola, onde ocorre
adubacOes fosfatadas e possui baixa disponibilidade de P, da regido de Belterra, Santarém-
Pard. Avaliou-se como essas plantas com diferentes eficiéncias na utilizacdo do fdsforo
influenciam na estruturacdo e abundancia da comunidade de bactérias mobilizadoras de

fésforo, quando cultivados em solos com diferentes fertilidades.

5 JUSTIFICATIVA

Devido ao baixo teor de fésforo prontamente disponivel na solucdo do solo em solos
tropicais e a sua importancia para o desenvolvimento de plantas, o presente trabalho buscou
avaliar a microbiota associada a mobilizacdo de fésforo, que aumentam a disponibilidade
desse nutriente para as plantas, e avaliou a variacdo da comunidade microbiana estimulada
por plantas que possuem diferentes eficiéncias na assimilacao de P.

Com isso, investigou-se 0s genes funcionais pqqC (pyrrologuinoline quinone sintase
C) associados a producdo de acido gluconico, principal acido orgénico produzido por
bactérias envolvidas no processo de solubilizacdo de fosfato, e phoD (phosphomonoesterase
D), presente nas enzimas fosfatases que promovem a mineralizagdo de P organico. Também
foram avaliadas por meio do sequenciamento do marcador filogenético 16S rRNA de

Bacteria, a estrutura e composi¢do desta comunidade.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1  Areade coleta e delineamento experimental

As areas de coleta do solo estdo localizadas na regido centro-oeste do Para, no
municipio de Belterra. O clima regional € classificado como Am (Kdppen), tropical imido,
temperatura média de 26 °C e precipitacdo total acima de 2.500 mm anuais, com regime
pluviométrico com estacdo seca (ALVARES et al., 2013), onde 70% da precipitacdo anual é
concentrada no periodo de dezembro a junho.

Na area de Terra Preta Amazonica (2° 38* 42” S e 54° 46” 88” W, altitude de 155 m),
é cultivado mamé&o sem a adicdo de fertilizantes, e na area de agricultura, € feito rotacdo de
cultura com soja (Glycine max), principal cultura cultivada, sorgo (Sorghum bicolor), e milho
(Zea mays). A area de agricultura (2° 40’ 98°° S e 54° 55* 47> W, altitude de 158 m), é
cultivada aproximadamente ha 20 anos, sendo periodicamente adubada para o cultivo das

culturas.

—-1I' Belterra- PA

REGIAO DE BELTERRA - PARA - BRASIL

Escala: 1: 150 000; Data:17/10/2019
Elaborado por: Mariley de Céssia da Fonseca
CRC: Sirgas 2000 * Solo Agricola (SA)
Fonte: Google Earth e IBGE M apas

Terra Preta da Amazénia (TPA)

Figura 1 — Fotos das &reas da coleta localizadas no municipio de Belterra, estado do Paré: (A) Solo
Terra Preta Amazonica (TPA), (B) Solo em pousio apos colheita de soja

Os solos foram coletados em 5 pontos de cada area, onde a camada de serapilheira foi
retirada e o solo da camada de 0 a 0,20 m de profundidade foi coletado, formando uma

amostra composta para cada tipo de solo. A coleta foi realizada em outubro de 2017.
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Para uma melhor visualizacdo do desenvolvimento do trabalho, foi elaborado um

fluxograma das atividades:

Coleta do solo

v

Montagem do
exnerimento

\I{

Conducao

Anélise Coleta do solo —_— Amostras para
enzimatica h AOS

¥

Sequenciamento Extracdo de

16S rRNA D DNA

v

gPCR

J

Analise dos
resultados

Figura 2 - Fluxograma de atividades desenvolvidas

Os solos foram peneirados para a retirada de impurezas como pedras, folhas e raizes.
A condugéo do experimento em mesocosmo em casa-de-vegetacdo, o delineamento realizado
foi inteiramente casualizado (DIC), composto por dois fatores (solo e cultivar), trés niveis
(tipos de solo, cultivar e controle — auséncia de plantas) com 5 repeticdes.

Os genotipos de feijao utilizados foram DOR 364 e BAT 477 que mostram respostas
contrastantes a eficiéncia de P, sendo DOR 364 suscetivel e BAT 477 tolerante ao baixo teor
disponivel de P no solo. Ambos os gendtipos foram desenvolvidos no Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) em Cali, Coldombia (RAMIREZ et al., 2013; LAZALI et al.,
2014). Estes genotipos foram conduzidos até as plantas atingirem a fase de pré-florescimento
(R5, aproximadamente 45 dias), apo6s a condugdo, foi coletado o solo rizosferico dos
tratamentos e de seus respectivos controles para analises microbioldgicas, e parte do solo foi
coletada para analises fisico-quimicas de solo. A figura 3 consta a representacao esquematica

da montagem do experimento em casa de vegetacao:
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TPA SA DIC

O
- o0

LEGENDA:

TERRA PRETA DAAMAZONIA - TPA SOLO AGRICOLA - SA
TPA CONTROLE SA CONTROLE
TPA BAT 477 SA BAT 477

I TPADOR 364 I SADOR 364

Figura 3 - Esquematizagdo da montagem do experimento em mesocosmos, em casa de vegetacdo,
antes e depois da casualizacdo

Apdbs a conducdo do experimento e suas respectivas coletas, 0s solos rizosféricos
foram armazenados a temperaturas de - 20 °C para extracdo de DNA, e parte do solo foi
enviado ao laborat6rio de anélises de fertilidade de solos. Estes dados da fertilidade do solo
foram comparados por meio de analises estatisticas de comparacdo de média, teste t student a
5% de significancia.

6.2  Caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos das amostras de solo

As amostras de solos foram enviada para o Laboratorio de Andlises Quimicas
Pirasolo, para a analise dos parametros fisico-quimicos. No laboratorio, foram realizadas as
andlises para fins de avaliacdo da fertilidade do solo, tais como: Potencial hidrogenidnico
(pH) em CaCl,, macro e micronutrientes, soma de bases (SB), capacidade de troca de cations
(CTC), saturacao por bases (V%), saturacdo por aluminio (m%) e teor de matéria organica

(M.O). A caracterizacdo dos parametros fisicos do solo pode ser verificada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracterizagdo dos pardmetros fisicos dos solos

Solo TPA SA
gkg® gkg®
Argila (<0,002mm) 608 613 654 826 825 784
Silte (0,053-0,002mm) 222 207 176 124 115 166
Areia Grossa (2,00-0,210mm) 110 110 110 30 40 40
Avreia Fina (0,210-0,053mm) 60 70 60 20 20 10
Areia Total 170 180 170 50 60 50

6.3  Analise das enzimas fosfatase acida e alcalina

A andlise enzimatica foi realizada em dois valores de pH distintos, pH 6,5 para
fosfatase acida e pH 11,0 para fosfatase alcalina, utilizando o método descrito por Tabatabai e
Bremner (1969), usando a atividade do substrato p-nitrofenil fosfato (AMES, 1996). Foi
pesado 1 g de solo para cada amostra e colocado em tubos de vidro de 50 mL. Apos a
pesagem do solo foi adicionado 4 mL do tampdo MUB (no pH 6,5 e 11) e 1 mL da solucéo p-
nitrofenilfosfato de sddio (0,05 M).

Os recipientes foram incubados a 37 °C durante 30 minutos, e apds a incubacao foram
adicionados 1 mL de CaCl, 0,5 M e 4 mL de NaOH 0,5 M. O conteudo foi filtrado em papel
filtro Whatman n° 2, e feito a leitura da absorbancia a 420 nm em espectrofotometro.
O conteudo de p-nitrofenol foi calculado por uma curva padrdo previamente estabelecida com
valor de R? de 0,995.

6.4  Extracdo e Quantificacdo de DNA de Solo

O DNA total do solo de cada réplica foi extraido em duplicata com o Power Soil DNA
Extraction Kit (MoBio Laboratories), de acordo com o protocolo estabelecido no Laboratério
de Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura. A qualidade
das amostras de DNA foi inicialmente conferida em gel de agarose 1%, corado com GelRed
em solucdo tampdao TSB (do inglés Sodium Borate Buffer) (BRODY; KERN, 2004).

O gel foi submetido a um campo elétrico de 85 V por 45 minutos e foto-documentado.
A qualidade e quantidade das amostras também foram analisadas em espectrofotdmetro
Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) com densidade 6tica de 260 nm. O DNA total

extraido das amostras foi armazenado a -20 °C.
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6.5 PCR Quantitativo em Tempo Real

A técnica de PCR quantitativo em tempo-real (QPCR) foi utilizada para quantificar os
grupos de interesse a partir das amostras de DNA total. Para cada gene, foi construida uma
curva padrdo entre 10? a 10® cdpias do gene de interesse, obtido previamente pela técnica de
PCR a partir de estirpes padréo da DSMZ (do inglés Deutsch Collection of Microorganism
and Cell Cultures), dos isolados 50090 de Pseudomonas fluorescence para a curva de bactéria
e do gene pqqC, e para Archaea, foi utilizado amostra ambiental para a construcdo da curva.

Para a técnica de gPCR, as amostras foram pipetas em triplicata, para maior
confiabilidade dos dados, utilizando o equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems).
Para os genes 16S rRNA de Bacteria e Archaea, com volume final de 10 pL por reagao,
contendo 5 pL. do SYBR Green ROX qPCR (Thermo Fisher Scientific), 1 uL de cada primer
(5 pmols), 1 uL de DNA (20 ng/ uL. de DNA), e 2 uL de agua ultrapura (Milli-Q) estéril, e 0s
ciclos de reacdo seguiram os protocolos estabelecidos nos trabalhos de referéncia dos
iniciadores utilizados.

Para o gene pgqC, foi utilizado um volume final de 10 pL por reagdo, contendo 5 pL
do SYBR Green ROX qPCR (Thermo Fisher Scientific), 0,7 uL de cada primer (5 pcmols),
2 uL de DNA concentrado (100 ng/ uL de DNA) 1,4 uL de agua ultrapura (Milli-Q) estéril,
0,2 uL de BSA ¢ os ciclos de reagdo seguiram os protocolos estabelecidos nos trabalhos de
referéncia dos iniciadores utilizados.

Para 0 gene phoD, foi utilizado um volume final de 25 pL por rea¢ao, contendo
12,5 pL do SYBR Green ROX qPCR (Thermo Fisher Scientific), 0,2 pL de cada primer
(5 pcmols), 2 uL. de DNA concentrado (20 ng/ uL. de DNA) 9,6 uL de agua ultrapura (Milli-
Q) estéril, 0,5 uL de BSA e os ciclos de reagdo seguiram os protocolos estabelecidos nos
trabalhos de referéncia dos iniciadores utilizados.

Os primers e as referéncias utilizadas para realizagdo da PCR em tempo real, podem

ser visualizados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Genes analisados pela técnica de gPCR

GENE GRUPO ALVO PRIMERS SEQUENCIA (5'-3") REFERENCIAS
16S rDNA Comunidade total 515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
Bacteria de Bacteria Caporaso etal. (2011)
806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT
16SrRNA  Comunidade total 519F CAGCCGCCGCGGTAA Klindworth et al. (2013)
Archaea de Archaea 915R GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Stahl; Amann (1991)
phoD Mineralizacdo de P ALPS-F730 CAGTGGGACGACCACGAGGT Sakurai et al. (2008)
ALPS-R1101 GAGGCCGATCGGCATGTCG
Cofator ligado a pqqCfl CAGGGCTGGGTCGCCAACC
pgqaC producéo de ac. Meyer et al. (2011)
gluconico pgqcCrl CATGGCATCGAGCATGCTCC

Os dados obtidos por meio da técnica de gPCR foram analisados quanto a sua
especificidade e eficiéncia. Os dados de abundancia de cada amostra foram transformados em

numero de copias por uL de DNA.

6.6  Sequenciamento do gene 16S rRna de Bacteria

O sequenciamento em larga escala do gene 16S rRNA de Bacteria foi realizado no
Centro de Gendmica Funcional da ESALQ/USP. Este foi realizado a partir de amostras de
DNA gendmico extraido do experimento em mesocosmo.

As amplificacdes por PCR foram realizadas com o conjunto de primers 515f/806r
modificado, Forward primer (515) 5’GTGYCAGCMGCCGCGGTAA (troca de C
por Y) e Reverse primer (806) 5’GGACTACNVGGGTWTCTAAT (troca de H por N)
(CAPORASO et al., 2011), que amplificam a regido V4 do gene 16S rRNA de Bacteria, e 0
sequenciamento foi realizado na plataforma Miseq (Illumina, USA), com leituras pareadas de
250 pb (2x251).

A partir dos dados gerados, foi possivel obter as estimativas de riqueza, medidas de

diversidade e perfis taxondmicos das comunidades de Bacteria nos solos do presente estudo.

6.7  Andlise de dados

Para analise quimica, foi realizada inicialmente duas comparagdes, a primeira foi entre
os tipos de solos, sendo representadas pelas letras maiusculas. A segunda, foi a comparacéo
entre os tratamentos dentro de cada tipo de solo, sendo representados pelas letras mindsculas.
Apbs as andlises, como foi verificado diferenca estatistica a 5% de significancia pelo teste t de
student, por se tratar de solos bem diferentes, as analises seguiram de forma separada para

avaliar o comportamento de cada gen6tipo em cada tipo de solo.
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Os dados da anélise gPCR foram obtidos pelo StepOne Software v.2.3 (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA), deste foram exportados para a o programa Excel (Microsoft)
onde foram calculadas as quantidades de coOpias do gene por nanograma de microlitro de
DNA.

As sequéncias resultantes da analise de sequenciamento de amplicons de 16S rRNA
de Bacteria e Archaea foram pré-processadas, filtradas por qualidade e analisadas através do
software Qiime2 (ROUSK et al., 2010). A ferramenta dada2 (CALLAHAN et al., 2017) foi
utilizada para correcdo das sequéncias e remocao de quimeras utilizando método consenso.
As sequéncias forward e reverse ap0s unidas apresentaram baixa qualidade média por read,
que causaram uma reducdo das sequéncias por amostra. As sequéncias forward foram
filtradas seguindo os parametros de qualidade recomendados pelo software, agrupando as
reads em 260 pb. A identificacdo taxondmica foi realizada através da ferramenta g2-feature-
classifier, treinada utilizando os primers do sequenciamento e utilizando o Banco de Dados
SILVA (verséo 128) (QUAST et al., 2012).

As analises de redundéancia (RDA) foram realizadas para avaliar a estrutura
taxondmica da comunidade de Archaea e Bacteria, utilizando o software Canoco versdo 4.5
(TER BRAAK; SMILAUER, 1998) baseadas no teste permutacdo de Monte Carlo a 5% de
significancia.

O indice de Shanno foi utilizado para avaliar a diversidade da comunidade microbiana,
que corresponde ao numero de espécies e como estes individuos se distribuem dentro da
comunidade (equitatividade), e para avaliacdo da riqueza, que refere-se ao nimero de espécie
em uma comunidade, foi utilizado o indice Taxa S. Ambas foram realizadas pelo software
PAST versdo 3 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Para ambas analises foi utilizado o
teste estatistico t de student (p < 0,05).

Os gréaficos e tabelas foram feitos através dos softwares PowerPoint e Excel
(Microsoft), Sigmaplot (San Jose, CA, USA) e Canoco Draw (TER BRAAK; SMILAUER,
1998).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1  Parametros quimicos dos solos

7.1.1 Comparacéao entre os dois tipos de solo

Observou-se que o solo de TPA apresentou os maiores teores de matéria organica
(M.Q.), fosforo resina (Pres), calcio (Ca), magnésio (Mg), acidez potencial (H+Al),
capacidade de troca cationica (CTC), saturacdo por bases (V%) e soma de bases (SB) quando
comparado ao solo agricola (P < 0,05). De acordo com Silva et al. (2016), solos de TPA, de
maneira geral, apresentam elevados teores de M.O, Ca e Mg, 0 que corrobora com 0s
resultados obtidos no presente estudo. Embora os teores de P resina ndo tenham sido téo altos
no solo de TPA, como sdo encontrados na literatura, este foi significativamente maior quando
comparado com o SA. Essa variagdo pode ser devida as diferencas dos hébitos de
subsisténcia, dos povos que habitavam o local (SJOBERG, 1976). Sua alta disponibilidade,
pode estar atribuida aos altos teores de M.O, e grupos carboxilicos (organicos) adsorvidos nos
oxidos/hidroxidos de Fe e Al.

Por outro lado, o solo de agricultura apresentou teores de potéssio (K) superiores aos
encontrados no TPA (P < 0,05). Tal fato pode estar associado com as adubacdes periddicas,
contendo K0, para producdo agricola. De acordo com Silva et al. (2006) os solos de TPA
apresentam teores baixos de K, o que em muito das vezes, pode ser um fator limitante para a
producdo de diversas culturas nesse tipo de solo. O teor de K trocavel encontrado no solo de
TPA (Tabela 3) encontra-se muito abaixo da faixa considerada adequada, que é de
1,6 a 3,0 mmol, kg™ (RAIJ et al., 1997). O baixo teor de K trocavel, comparativamente aos
altos teores de Ca e Mg trocaveis no solo de TPA, pode induzir a um desbalanco nutricional
nas plantas cultivadas nesses solos, afetando a absorcdo pela inibicdo competitiva com Ca e
Mg nos sitios de adsor¢éo do solo (MOREIRA et al., 1999).

Em relacdo aos micronutrientes, observou-se maiores teores de cobre (Cu), manganés
(Mn) e boro (B) no solo de TPA quando comparado ao solo agricola (P < 0,05). Tal fato pode
estar relacionado com o maior teor de M.O presente neste solo. Por outro lado, os teores de
ferro (Fe) foram maiores no solo SA (P < 0,05). Cabe ressaltar que a fracdo argila foi maior
no SA (81,2%) em comparacdo ao solo TPA (62,5%) (P < 0,05) (Tabela 1). De acordo com
Fernandes et al. (2004), solos de coloragdo avermelhada, como é no caso do SA, apresentam

em sua constituicdo, o mineral hematita, caracteristico por apresentar Fe em sua composicao,
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promovendo tal coloragdo ao solo. Para os demais atributos quimicos, ndo foi observada
diferencas significativas entre os tipos de solo (P > 0,05).

Devido os solos apresentarem grandes diferencas, como pode ser observado na
Tabela 3, o presente estudo buscou avaliar os tratamentos de forma separada, para cada tipo

de solo.

7.1.2 Comparacao entre os tratamentos em cada tipo de solo

Avaliando os tratamentos para cada tipo de solo, para a TPA cultivada com o genétipo
BAT 477, apresentou maiores teores de Cu e Mn em relacdo ao solo em que foi cultivado o
genotipo de feijdo DOR 364 e ao controle (sem planta). Ainda, a saturacdo por bases foi
superior no solo cultivado com o BAT 477 em relacdo ao DOR 364 e semelhante ao
tratamento controle.

O tratamento controle da TPA obteve os maiores teores de K, provavelmente por ndo
haver planta para a extragcdo deste nutriente. No entanto os teores de K foram baixos para
todos os tratamentos, corroborando com o trabalho realizado por Silva et al. (2006), onde
também foram observados baixos teores de K em solos de TPA.

Para o solo de agricultura cultivados com o genétipo BAT 477, observou-se 0s
maiores teores em de Pres, Cu, Mn, Zn, Cu e H+Al em relacdo ao controle. No entanto, néo
houve diferenca estatistica quando comparado ao solo cultivado com o genétipo DOR 364.
Os teores de B foram maiores no solo cultivados com o genotipo BAT 477 em relacdo ao
DOR 364, que ndo diferenciou estatisticamente do controle, provavelmente isso ocorreu
devido a maior absorcéo deste nutriente pelo DOR 364.

Ambos os tratamentos sob influéncia dos genétipos, apresentaram maiores teores de
Fe, e menor pH guando comparadas com o controle. Este aumento da acidez provavelmente
ocorreu em funcéo a liberagio de protons (H") pelas raizes, durante a absorgio e assimilagio
dos cétions, liberando compostos organicos que aumentam a disponibilidade de Fe (TAIZ;
ZEIGER, 2010). As demais variaveis estudadas ndo apresentaram diferenca significativas
(P >0,05).
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Tabela 3 — Valores médios dos parametros quimicos em solos de Terra Preta da Amazénia (TPA) e solo de agricultura (SA), sob influéncia de
dois gendtipos de feijao (BAT 477 e DOR 364) e seus respectivos controles (auséncia de planta)

Terra Preta Solo Agricola Em

BAT 477 DOR 364 CONTROLE BAT 477 DOR 364 CONTROLE cada

M.O. (g kg™ 55,00 + 0,00 a A 5433+141aA 5433+231aA 4400 +£1,73aB 40,33+115bB 4167+115ab B linh
pH (CaCly) 560+0,10a A 5,60 +0,00 a A 5,57 +0,05a A 5,50 + 0,00 b B 5,50+ 0,00 b B 5,60 +0,00 a A a, 0s
P res (mg kg'%) 42,33 £2,08a A 38,00 £3,00a A 42,00+£520aA 3533+1,53aB 33,33 +2,08ab B 31,00 £0,00 b B rﬁzg
SO, (mg kg?) 533+1,15aA 6,00£00aA 9,00 £529a A 8,67+208aA 7,33£0,58aA 7,67+0,58aA 0s
K (mmol, kg™ 067+012bB 0,60+0,05b B 1,27+0,10aB 113+0,12 bA 093+0,12bA 243+0,12aA apre
Ca (mmol, kg?) 91,00 £ 1,00 2 A 91,33+153aA 93,00 £ 6,56 a A 4567 +153aB 47,00 £2,67 a B 45,00 £2,65a B sent
Mg (mmol, kg™ 19,67 +1,53a A 17,67 +0,58a A 18.00+1,00a A 10,33+1,15aB 11,33+0,58aB 10,00 £1,00a B ados
AR (mmol, kg™h) 0,00+ 0,002 A 0,000,002 A 0,000,002 A 0,00+ 0,002 A 0,00+ 0,00 2 A 0,000,002 A e‘;%rg
H+Al (mmol, kg™ 30,00£1,73b B 34,00 £0,01a A 34,00 £0,00 2 A 30,00 £1,73a B 28,00 + 0,00 ab B 26,00+1,73b B nde
SB (mmol, kg™ 111,67+2,31aA 110,00 +2,00a A 112,00+ 7,55 a A 57,00 £ 2,65 a B 59,33+321aB 57,67 £4,04aB m as
CTC (mmol, kg™?) 141,67+ 4,042 A 144,00+ 2,00 a A 146,00+ 7,55 a A 87,00 £ 2,652 B 87,33+321aB 83,67 £2,89aB méd
V (%) 7867+1,15aA 7633058 b A 76,67 +1,53ab A 66,00 £2,00a B 67,67+1,15aB 68,67+252aB las €
m (%) 0,00£0,00a A 0,00+0,00a A 0,00£0,00a A 0,00 0,00 a A 0,00 0,00 a A 0,00 0,00 a A aos
Cu (mg kg% 0,60 0,00 a A 0,46 £0,05b A 0,46 £0,05b A 0,50+0,17 aB 0,30 £0,03ab B 023+0,05bB desv
Fe (mg kg™?) 31,50 + 3,00 a B 33,00 £3,80a B 30,40 £2,10a B 58,60 + 6,70 a A 5310 +1,20a A 41,30 £0,50 b A &g:
Zn (mg kg 350+£0,10aA 3,30 +£1,00a A 2,90 £0,10 2 A 370£0,40aA 3,40£0,30 ab A 3,00£0,10b A pard
Mn (mg kg™) 24,00 +1,80a A 17,00 +3,60 b A 18,30 +2,40b A 1,80 +0,20a B 1,10+0,30ab B 1,30 +0,10b B metr
B (mg kg% 0,40£0,04aA 040£0,10aA 0,30+£0,06aA 0,30 £0,07 aB 0,23+0,02bB 0,20£0,02bB q?]si

micos analisados para cada area de estudo, utilizando o teste t student, a 5% de probabilidade. Letras minisculas representam a comparagao entre os tratamentos para cada
tipo de solo. Letras mailsculas representam a comparacao entre os tipos de solo.
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7.2 Sequenciamento do gene 16S rRNA bacteriano

O sequenciamento em larga escala de amplicons do gene 16S rRNA de Bacteria foi
realizado com o objetivo de avaliar a diversidade e o perfil taxondbmico das comunidades
bacterianas presentes nos solos de TPA e SA. As amostras foram rarefadas para 35000

sequéncias de acordo com a amostra com 0 menor numero de sequéncias.

7.2.1 Andlise da estrutura da comunidade bacteriana

A andlise de redundancia (RDA) foi utilizada para avaliar a estrutura taxonémica da
comunidade bacteriana e relaciona-las com os atributos quimicos dos solos (Figura 4A e 4B).
Para o solo de TPA, o primeiro e segundo eixo juntos explicaram mais de 70% da variagdo
total da comunidade microbiana (Figura 4A). Os tratamentos foram separados em dois grupos
distintos, de acordo com a analise de PERMANOVA (P < 0,001). A estrutura da comunidade
obtida no controle (sem planta) foi significativamente diferente (P < 0,05) da obtida no solo
em que foram cultivados os genétipos de feijdo (BAT 477 e DOR 364), os quais ndo
diferiram entre si. Diversos trabalhos verificaram que a estrutura de bactérias da rizosfera
difere daquela do bulk soil (FOSTER, 1986; MARILLEY; ARAGNO, 1999; BERG et al.,
2002; DE SOUZA et al., 2018). Segundo Spohn et al. (2013), a presenca de grupos
microbianos relacionados ao desenvolvimento de plantas é elevada na rizosfera, em
comparagdo com o bulk soil.

De acordo com a andlise da RDA seguida pela analise de Monte Carlo, 0s grupos
microbianos presentes em solos de TPA apresentaram correlacdo significativa para os teores
de K (F =2,70; P = 0,047) e P (F = 2,72; P = 0,049). Ressalta-se que K foi o elemento
quimico que mais influenciou a estrutura taxondmica do tratamento controle em relacdo aos
demais tratamentos. Muito provavel, pelo maior teor deste nutriente no solo em que ndo
houve o cultivo dos gen6tipos de feijdo. De acordo com Silva et al. (2006), os solos de TPA
naturalmente apresentam baixos teores de K, em detrimento da relacdo deste elemento com
outros cations, como o Ca e 0 Mg, que séo encontrados em altos teores neste tipo de solo,
como pode ser observado na analise quimica de solo (Tabela 3 - de analise quimica do solo).
Altos teores de Ca e Mg, reduzem a disponibilidade de K, uma vez que a atra¢do do K pelas
cargas negativas dos coloides do solo € menor em comparacdo aos demais cations bivalentes
(inibicdo competitiva nos sitios de adsorcdo do solo), sendo portanto, passiveis de lixiviacao,
0 que pode causar uma reducdo nos teores deste elemento neste tipo de solo (MOREIRA et

al., 1999), ainda mais na regido amazé6nica que apresenta altos indices pluviais.
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Em relacdo ao P, observou-se que este elemento influenciou a estrutura da
comunidade microbiana no solo em que foram cultivados os gendtipos de feijdo, fato este que
pode estar relacionado a capacidade das plantas em recrutar microrganismos que possibilitem
a solubilizacdo e mineralizacdo de diferentes formas de P do solo (RICHARDSON et al.,
2009; SPOHN et al., 2015). Assim como acontece de apresentar uma microbiota
diferencialmente distinta quando em presenca de um gendtipo elite de feijoeiro, quando
selecionado geneticamente para maior tolerancia ao fungo Fusarium oxysporum (MENDES et
al., 2018). Cabe ressaltar que os solos de TPA apresentam naturalmente altos teores de P,
porém, em distintas formas e quantidades (ex: mineral e organica). Altos teores de P organico
mas de baixa pronta disponibilidade, sdo encontrados neste tipo de solo, sendo passiveis de
absorcdo através de processos de mineralizacdo e solubilizacdo exercidos por alguns géneros
de microrganismos presentes no solo.

Para 0 SA, o primeiro e segundo eixo juntos também explicaram mais de 70% da
variacdo total da comunidade microbiana (Figura 4B). Da mesma forma que foi obtido para o
solo de TPA, os tratamentos utilizados foram segregados em dois grupos distintos, pela
analise de PERMANOVA (P = 0,0165). A estrutura encontrada no solo do tratamento
controle (sem planta) foi distinta (P < 0,05) da obtida no solo em que foram cultivados os
gendtipos de feijdo (BAT 477 e DOR 364), sendo vélido ressaltar que ndo houve distin¢do
entre os gendtipos. Além disso, baseados na andlise de permutacéo de Monte Carlo, verificou-
se que a estrutura da comunidade microbiana no solo de SA apresentou correlacéo
significativa para os teores de K (P = 0,042; F = 2,36). O resultado obtido se assemelha ao
encontrado para o solo de TPA, onde o tratamento controle foi influenciado pelos teores de K
em relacdo ao solo em que foram cultivados os diferentes genétipos de feijdo. Mesmo que em
solos SA os teores de K sejam maiores que os encontrados em solos de TPA, principalmente
pelo melhor equilibrio entre os cations do solo e pelo input anual de K via fertilizantes, fica
claro que a absorcdo deste elemento pelas plantas, ocorreu (Tabela 3), modificando a estrutura
da comunidade microbiana neste tipo de solo. Depois do nitrogénio (N), o K é o nutriente
exigido em maior quantidade pelas plantas (CLOVER; MALLARINO, 2013), portanto, sua

extracdo do solo é maior em solos cultivados, como pdde ser observado no presente estudo.
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Figura 4. Andlise de redundéancia (RDA) entre o perfil taxondmico da comunidade microbiana
(baseado no sequenciamento de 16S rRNA a nivel de género) e os atributos quimicos dos solos de
Terra preta da Amazénia (TPA) (Figura 4A) e de agricultura (SA) (Figira 4B). Parametros quimicos
em vermelho representam diferencas obtidas pelo teste de permutacdo de Monte Carlo (P <0.05).
Linhas tracejadas representam agrupamentos evidenciados pelo teste de PERMANOVA (Disténcia de
Bray Curtis, P <0.05)
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7.2.2 Diversidade e riqueza da comunidade bacteriana

Através do indice de Shannon, observou-se que a diversidade da comunidade
microbiana foi diferente entre os tratamentos. Para o solo de terra preta (TPA), verificou-se
que os tratamentos contendo 0s gendtipos apresentaram maior diversidade quando
comparadas com o tratamento controle (solo sem planta) (P < 0,05). Além disso, constatou-se
0 mesmo padrdo para os solos de agricultura (SA), que também apresentaram maior
diversidade nos tratamentos onde plantas estavam presentes (Figuras 5A e 5B) (P < 0,05).

Com relacdo a riqueza da comunidade microbiana dos solos de TPA, também se

verificou diferengas entre os tratamentos. Os tratamentos contendo os genotipos feijoeiro
apresentaram maior riqueza quando comparadas com o solo controle (sem plantas) (P < 0,05).
O mesmo padrdo foi observado para 0 solo SA, que também apresentou maior riqueza nos
tratamentos com plantas (Figuras 5C e 5D) (P < 0,05). Desta forma, é possivel notar como a
planta pode influenciar positivamente a comunidade microbiana, tanto na diversidade quanto
na riqueza de espécies. De acordo com Mendes et al. (2014) e Giles et al. (2018), as raizes das
plantas sdo capazes de recrutar microrganismos atraves da producdo e liberacdo de exsudados,
que possuem na sua composicdo fontes simples de carbono e também sdo capazes de
modificar as condi¢des quimicas do solo. Esta compreensdo, das mudancas na funcdo e
diversidade, &€ muito dependente da biodisponibilidade dos compostos disponiveis
(JACOBSEN et al., 2014).
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Figura 5 — Indice de Shannon (A e B) e taxa S (C e D) para avaliacio da diversidade e riqueza da
comunidade microbiana em solos de Terra Preta da Amazdnia (TPA) e solos de agricultura (SA) sob a
influencia de dois gendtipos de feijao (BAT 477 e DOR 364) e seus respectivos controles (auséncia de
planta). Letras minusculas representam diferenga significativa entre os tratamentos de cada tipo de
solo utilizando o teste de médias t de student (P < 0,05)
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7.2.3 Composicéo da comunidade bacteriana

Aproximadamente 1.050.000 de sequéncias foram geradas a partir de 30 amostras
utilizando o sequenciamento de amplicon do gene 16S rRNA de bactéria. De acordo com a
versdo 128 do Banco de Dados SILVA (QUAST et al., 2012), foram observados 37 filos,
33 pertencentes ao dominio Bacteria e apenas 4 pertencentes ao dominio Archaea. De acordo
com os resultados obtidos, verificou-se que a composigdo da comunidade microbiana do solo

foi alterada de acordo com os tratamentos utilizados.
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No solo de TPA, o filo Actinobacteria representou 26,05% da composigéo total da
comunidade microbiana. Tal fato pode estar ligado com a preferéncia desse grupo por alto
teores de M.O e pela alta disponibilidade nutrientes. No solo SA, a abundancia deste filo foi
de 18,08%. Possivelmente, as praticas agricolas adotadas nesta area, como por exemplo
preparo do solo que visa incorporacdo de material orgénico, possa ter disturbios e acelerar o
processo de decomposicdo do material organico, o que no fim afetou negativamente membros
de Actinobacteria. Cabe ressaltar, que este filo € uma das maiores unidades taxondmicas
dentre as principais linhagens atualmente reconhecidas no dominio Bacteria (LUDWIG et al.,
2012). Além disso, diversos fatores podem afetar estes organismos, tais como pH do solo,
M.O e a disponibilidade de nutrientes (BRYANT et al., 2007; BARKA et al., 2016).
De acordo com Barka et al. (2016), o filo de Actinobacteria se adapta a uma ampla gama de
ambientes, sendo mais abundantes em solos ricos em matéria organica, como 0s solos
utilizados do presente estudo. As Actinobacterias realizam a decomposicao e utilizagdo de
compostos organicos recalcitrantes, como celulose, lignina e quitina que podem ser usadas em
condicdes abidticas desfavoraveis do solo (DELGADO-BAQUERIZO et al., 2017).

O filo de Proteobacteria, no solo de TPA apresentou uma abundancia relativa de
11,85%, enquanto que o solo de agricultura foi de 16,14%. Assim como o filo Actinobacteria,
Proteobacteria € um dos mais abundantes em solos, abrangendo um enorme nivel de
diversidade morfoldgica, fisioldgica e metabdlica, e apresentando grande importancia para os
ciclos globais de carbono, nitrogénio e enxofre (KERSTERS et al., 2006). Muitos membros
de Proteobacteria sdo classificados como bactérias promotoras de crescimento de plantas, que
séo capazes de promover o desenvolvimento vegetal (ex: principalmente o sistema radicular),
e consequentemente favorecer a aquisicdo de nutrientes (LUGTENBERG; KAMILOVA,
2009). Estudos anteriores mostram que este filo abriga grande variedade de microrganismos
copiotréficos, que possuem seu crescimento favorecido em ambientes com alta
disponibilidades de nutrientes (DAI et al., 2018), como é verificado no solo TPA. Os solos de
SA, embora possuam baixa disponibilidade de nutrientes, estes recebem periodicamente
adubagdes para a sustentacdo da producdo agricola, o que pode influenciar significativamente
esta comunidade. Além disso, acredita-se que as Proteobacteria possuam um papel crucial em
ambientes oligotréficos devido a sua capacidade de degradar polissacarideos (VIKRAM et al.,
2016; ZHANG et al., 2017).
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Em relacdo ao filo Thaumarchaeota, verificou-se que o solo de TPA apresentou uma
maior abundancia deste filo (30,22% da comunidade microbiana), enquanto que no solo SA, a
abundancia deste filo foi de 13,60%. Cabe ressaltar que Thaumarchaeota é um filo proposto
dentro do dominio Archaea (BROCHIER-ARMANET et al., 2008; SPANG et al., 2010).
Os membros deste filo sdo caracterizados como quimioautdtrofos capazes de oxidar NHs,
sendo algumas das espécies mixotréficas ou heterotréficas (MUSSMANN et al., 2011).
De acordo com estudo realizado por Cao et al. (2012), a estrutura das comunidades de
arquéias em amostras de solo, (pH variando de 4 a 8,2), é dominada por membros deste filo.
Diversas pesquisas, revelaram uma série de fatores que podem afetar a distribuicdo deste
grupo, incluindo o pH do solo (NICOL et al., 2008; BENGTSON et al., 2012; CAO et al.,
2012), clima e cobertura vegetal (ANGEL et al., 2009) e relacdo C/N (BATES et al., 2011).

O filo Acidobacteria, no solo de TPA, apresentou 8,53% de abundancia relativa,
enquanto no solo de SA 14,80%. Este grupo, é considerado um dos mais abundantes, mas
notavelmente o conhecimento do papel dos diversos membros deste grupo no funcionamento
dos ecossistemas terrestres permanece rudimentar (KIELAK et al., 2016). Este filo representa
em média 20% da comunidade microbiana em diversos ambientes (JANSSEN, 2006).
A dominéancia de Acidobacteria, em termos de abundancia e atividade, sugere que elas tém
um papel importante nos ciclos biogeoquimicos e também no funcionamento dos
ecossistemas (LEE et al., 2008; WAKELIN et al., 2010). A presenca de uma ampla gama de
transportadores para a captacdo de nutrientes, também sugere uma vantagem adaptativa
das Acidobacteria a ambientes oligotroficos (KIELAK et al., 2016), que normalmente sao
condicBes encontradas em solos de agricultura em ambientes de clima tropical. Além disso,
Navarrete et al. (2013) verificaram que este filo responde a outros atributos quimicos do solo,
que ndo o pH, tais como Al, Ca, Mg, K, e micronutrientes.

O filo Firmicutes correspondeu a 5,88% da abundancia relativa em solo de TPA, e
5,74% em solo SA. Este filo j& foi descrito em areas de agricultura (BAKKER et al., 2015) e
solos de TPA (NAVARRETE et al., 2010). A maioria dos membros que representam o filo
Firmicutes possui notavel resisténcia a dessecacdo e extremos de variacdo ambiental
(BATTISTUZZI; HEDGES, 2009). Segundo Rodrigues et al. (2013), € conhecido que estes
microrganismos prosperam em ambientes onde o carbono esta altamente disponiveis, como é
verificado nos solos do presente estudo com alto teor de matéria organica.

O filo Chloroflexi, representou 5,48% da abundancia em solo de TPA e 15,47% em
solos de SA. Este filo ja foi verificado em solo rizosférico (BULGARELLI et al., 2012), e

parece ser influenciado pelo pH e contetdo de N organico (ORR et al., 2015). Além disso, 0s
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filos Chloroflexi esta relacionados a degradacdo da matéria organica derivada de plantas
(YAMADA et al., 2005, WANG et al., 2018). Assim, a dominancia desses grupos
microbianos pode desempenhar um papel fundamental na degradacéo de M.O.

No solo de TPA, a abundancia do filo VVerrucomicrobia foi de 2,85%, e no solo SA foi
de 3,82%. Grande nimero de microrganismos pertencentes ao filo Verrucomicrobia séo de
vida livre (GRIFFITHS; GUPTA, 2007) facultativa ou obrigatoriamente anaerébico (CHIN et
al., 2001), sacarolitico (JANSSEN, 1998) e oligotrofico (SENECHKIN et al., 2010).
Informacgdes sobre a composicdo, diversidade e distribuicdo geral de comunidades de
Verrucomicrobia em uma ampla variedade de tipos de solo é escassa. No entanto,
caracteristicas ambientais que mudam em relacdo ao tempo revela que uma quantidade
significativa da variacdo na abundancia de Verrucomicrobia pode ser explicada por alteracGes
no teor de umidade do solo (BUCKLEY et al., 2001).

No solo de TPA, o filo Gemmatimonadetes representou 1,40%, e no solo de
SA 155%. As bactérias pertencentes ao filo Gemmatimonadetes sdo frequentemente
encontradas em solos, e representam cerca de 2% das comunidades bacterianas (JANSSEN,
2006). No entanto, alguns estudos indicam que este filo pode variar de 0,2 a 6,5%; no entanto,
existem ainda poucas informacdes na literatura a respeito dos membros pertencente a este filo
e sobre sua ecologia (DEBRUYN et al., 2011). Segundo Debruyn et al. (2011), o Unico
parametro que se correlacionou significativamente com a abundéncia de Gemmatimonadetes
é a umidade, sendo que as maiores abundancias sdo observadas durante os periodos com
menor umidade do solo. Outros estudos relataram maiores abundéncias relativas de
Gemmatimonadetes em solos proximos ao pH neutro em relagdo a solos acidos (MENDEZ et
al., 2008; LAUBER et al., 2009).

No solo de TPA, Rokubacteria apresentou abundancia de 1,81% e no solo SA 0,47%.
Sua baixa abundéancia foi verificada em outros trabalhos (LIN et al., 2012; FIGUEROLA et
al., 2015; BECRAFT et al., 2017), assim como no presente estudo. Segundo Kroeger et al.
(2018), uma meta-analise deste filo, disponiveis no NCBI, revelaram vérias caracteristicas
genbmicas que suportam o potencial de metabolizar hidrocarbonetos de cadeias longas, e
oxidacdo beta de acidos graxos. Além disso, Rokubacteria foi descrita com potencial de
oxidar metanol (BUTTERFIELD et al., 2016). Segundo Kroeger et al. (2018), as analises
indicam um metabolismo diversificado dentro desse filo, incluindo uma ampla variedade de

fontes de carbono que variam de substratos gasosos a hidrocarbonetos complexos.
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Para o filo Planctomycetes, o solo de TPA apresentou 3,82% e o0 solo SA a abundancia
foi de 6,43%. A maioria dos isolados ja& obtidos sdo quimiorganotroficos aerdbicos ou
facultativos de crescimento lento, especializados no metabolismo de carboidratos (FUERST
et al., 1995; PEARSON et al., 2003; WARD et al.,, 2006). O entendimento sobre
Planctomycetes € limitado pelo fato de que apenas alguns desses organismos foram
caracterizados através de cultivo. Tal fato se torna evidente ao se observar que mais de 92%
das 1.344 sequéncias de genes de 16S rRNA de Planctomycetes atualmente arquivadas no
Ribosomal Database Project 11, serem sequéncias de organismos ndo cultivados (COLE et al.,
2005). Em estudo realizado Buckley et al. (2006), os autores observaram Planctomycetes
membros correlacionaram-se com nitrato, assim como pode ter acontecido no SA em nosso
estudo. Estes teores de N-NOgs, sdo em funcdo da entrada de fertilizantes que ocorrem em
solos de SA e de processos naturais ligados a ciclagem de nutrientes que ocorrem em ambos
os solos. As diferencas na abundancia e diversidade de Planctomycetes parecem ocorrer em
escalas de tempo razoavelmente longas e, como resultado, provavelmente estdo ligadas a
mudancas nas caracteristicas do solo que demoram a se recuperar em virtude dos disturbios
causados pela agricultura (BUCKLEY et al., 2006).

Os demais filos representaram 2,12 % das sequéncias no solo de TPA, e para o solo
SA, o restante representaram 3,64%. As alteracdes, observadas na composi¢édo da comunidade
microbiana, podem ser explicadas como uma adaptagdo de comunidades dos sistemas de
cultivo e compostos organicos recalcitrantes (WEI et al., 2018). Além disso, estudos com
solos da regido amazonica mostraram que as comunidades bacterianas foram influenciadas
pelo uso da terra e caracteristicas quimicas dos metabdlitos da vegetacdo (JESUS et al., 2009;
NAVARRETE et al., 2010; LIMA et al., 2014).
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Figura 6 — Heatmap representando a abundéncia de filos da comunidade microbiana em diferentes
solos amazénicos e sob influéncia de gendtipos de feijdo (BAT 477 e DOR 364). As tonalidades de
cores representam a abundéncia dos filos calculados pelo Z-Score. Os circulos representam a
abundéncia relativa de cada filo em todas as amostras
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Com base no Heatmap, foi possivel observar a clusterizacdo entre os tratamentos.
De maneira geral, ocorreu um agrupamento dos tratamentos contendo plantas quando
comparados com o controle (auséncia de plantas), esta tendéncia foi observada nos dois tipos
de solo. A diferenga da comunidade que é recrutada em solo rizosferico mostra que a
exsudacdo radicular ¢ um forte fator modulador das comunidades das rizobactérias, onde
varios taxa podem prosperar e se tornar altamente abundantes, enquanto outros membros da
comunidade exibem baixa abundancia (JONES et al., 2009), como foi observado neste
trabalho. No trabalho desenvolvido por Mendes et al. (2014), a ordenacdo dos perfis
taxondmicos também revelou uma separacdo entre amostras de bulk soil e do solo rizosférico,
indicando uma mudanca seletiva na estrutura da comunidade microbiana. A pressdo seletiva
da rizosfera na composi¢cdo do microbioma é conhecida (BADRI et al., 2013). Segundo
Bulgarelli et al. (2012), o tipo de solo define a composi¢do das comunidades microbiana que
habitam as raizes e os gendtipos modulam os seus perfis em uma extensdo limitada. Estes,
podem fornecer uma série de funcbes benéficas para a planta hospedeira, em especial a
aquisicdo de nutrientes (MENDES et al., 2014).

7.2.4 Microrganismos solubilizadores de fosforo

Com base nos dados de sequenciamento de amplicon do gene 16S rRNA, foi possivel
investigar alguns dos grupos descritos na literatura que solubilizam P. Tais grupos estdo
presentes nos filos de Proteobacteria, Actinobacteria, e Firmicutes. Entre eles destacam-se
0S g@éneros: Pseudomonas, Rhizobium, Pseudoduganella, Duganella, Burkholderia,
Variovorax, Telluria, Massilia, Streptomyces, Arthrobacter, Kurthia, Leifsonia,
Rhodococcus, Bacillus, Paenibacillus e Rhodanobacter. A partir destas informaces, foi
construido um Heatmap destes grupos de interesse, para avaliacdo da abundancia nos
tratamentos do experimento (Figura 7). Os microrganismos que solubilizam P tendem a ser
mais abundantes no solo rizosférico em ambos os solos. Pela clusterizacdo, o tratamento BAT
477 se destacou mais dos outros tratamentos quando cultivado em solo com maior
disponibilidade de nutrientes (TPA). No entanto, realizando um teste estatistico como analise
complementar foi possivel observar que, para alguns géneros, ambos 0s gendtipos se
destacaram em relagéo ao controle.

No solo de agricultura, a clusterizagdo ocorreu de forma a agrupar tratamentos
contendo 0s gendtipos, quanto a abundancia destes géneros. Dentre 0s géneros descritos na

literatura como solubilizadores de P, e verificados neste trabalho, o género Bacillus
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pertencente ao filo Firmicutes, foi o género que apresentou maior abundancia em ambos 0s
solos. No trabalho de Zheng et al. (2019), este resultado também foi verificado entre os
microrganismos solubilizadores. De acordo com Abiala et al. (2015) estes microrganismos
promovem o crescimento de plantas e sdo capazes de se adaptar a diferentes condicdes
encontradas no solo (ex: variagdo de temperatura, agua e pH).

De maneira geral, plantas exsudam compostos com diferentes perfis quimicos na
regido da rizosfera, causando mudancas nas comunidades microbianas desta regido (ALVEY
et al.,, 2003). Essa diferenca entre os genoétipos pode estar relacionada as diferencas na
exsudacgdo radicular, e provavelmente motivada pela quantidade e qualidade dos exsudatos
radiculares em combinagdo com diferentes taxas de crescimento, utilizagcdo de substratos e
habilidades competitivas dos géneros de rizobactérias (PEREZ-JARAMILLO et al., 2017).

Figura 7 — Heatmap mostrando a diferenca de abundancia entre os microrganismos solubilizadores de
P, encontrados no solo de Terra Preta da Amazbdnia (TPA), e em solos de agricultura (SA), sob
influéncia de duas variedades de feijao (BAT 477 e DOR 364) e na auséncia de planta (controle). As
tonalidades de cores estdo relacionadas com a abundancia relativa de cada género em cada area
avaliada, calculadas através do z-score em cada tratamento. Os circulos sdo proporcionais a
abundancia relativa destes géneros
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7.3 Abundancia da comunidade Archaea e Bacteria

7.3.1 Analise de PCR em tempo real (QPCR)

A anélise de gPCR foi realizada com o0 uso de uma curva padrdo para cada um dos
genes avaliados. De maneira geral, coeficiente de determinagdo das curvas foram superiores a
de r’= 0,96 e eficiéncia foi superior a 98%. Para esta analise, foi realizado a padronizacéo da
quantidade de DNA das amostras extraidas do solo, e o valor final das quantificacdes foram
expressas em numero de copias por microlitro de DNA. Nos solos de TPA, a abundancia do
gene de 16S rRNA de Bacteria foi maior no tratamento contendo o genétipo BAT 477, do
que o tratamento com DOR 364 e controle, que ndo apresentaram diferenca significativa entre
si (Figura 8A). Para os solos de SA, o tratamento com o genétipo DOR 364 obteve a maior
abundancia, seguida do tratamento BAT 477, e por ultimo o controle (Figura 8B). De modo
geral, os resultados indicam mudangas na abundancia da comunidade bacteriana na rizosfera
em comparacdo com o bulk soil, embora a resposta dos genoétipos tenha sido diferentes nos
dois tipos de solo. Essa diferenca, pode ter ocorrido devido a disponibilidade de nutrientes em
cada um dos solos, que juntamente com a resposta de cada genétipo na assimilacdo de
nutriente, podem estar relacionados com a qualidade dos exsudatos que sdo liberados, embora
0s exsudatos ndo tenham sido caracterizados no presente estudo. Os exsudatos radiculares sao
geralmente de baixo peso molecular e, portanto, facilmente decompostos (MARSCHNER et
al., 2011). A liberacdo de exsudatos pelas raizes resulta em maior densidade microbiana e
atividade metabdlica na regido da rizosfera do que na do bulk soil (NORTON; FIRESTONE,
1991; SODERBERG; BAATH, 1998), pois estes compostos sdo capazes de estimular o
crescimento microbiano e de atrair mais microrganismos do solo (MARSCHNER et al.,
2011).

Para a comunidade de Archaea, foi possivel verificar que em ambos os solos, 0s
genotipos também influenciaram na abundancia destes microrganismos, sendo que as maiores
abundancias foram observadas nos solos rizosféricos, e isso foi verificado nos dois tipos de
solo. No entanto, foi possivel observar que no solo de TPA o tratamento com o genétipo BAT
477 obteve a maior abundancia (Figura 8C), e no solo de agricultura (Figura 8D), 0s
tratamentos com os genotipos ndo apresentaram diferenca significativa entre si. De acordo
com Araujo et al. (2018), o pH do solo é principal fator modulador das comunidades de
arquéias. Ainda, Tripathi et al. (2013) observaram que o pH domina a varia¢éo da diversidade
e composicdo da comunidade em solos tropicais, 0 que explica haver maior abundancia de

arquéias na rizosfera uma vez que as raizes liberam H* acidificando o meio.
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Figura 8 — Abundéancia dos genes marcadores filogenéticos 16S rRNA de Bacteria (A) e (B) 16S
rRNA de Archaea (C) e (D) em solos de Terra Preta da Amazénia (TPA) (A) e (C), e em solo de
agricultura (B) e (D), sob influéncia de dois gendtipos de feijao (BAT 47 e DOR 364), e o controle
(auséncia de planta). Letras mintsculas representam diferenca significativa entre os tratamentos em

cada tipo de solo, utilizando o teste de médias t de student (p < 0,05)
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Para o gene pqqC, o gene foi mais abundante nos tratamentos contendo 0s gendtipos

de planta em ambos os solos. Este gene, presente em alguns grupos de gram negativas, é
essencial para producgdo de acido glucénico (De WERRA et al., 2009; ZHOU, et al., 2018),
este &cido organico promove a solubiliza¢do do P inorgénico. Segundo Long et al. (2018) este

gene ja foi identificado em diversos microrganismos incluindo Proteobactérias,

Actinobactérias, Firmicutes, Cianobactérias, Verrucomicrobia, Acidobacteriales,

Planctomycetes e até em algumas arquéias, embora pouco se saiba a respeito.
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No solo de TPA, que possui maior disponibilidade de nutrientes, ambos os gendtipos
obtiveram maior abundancia do gene pgqC em relagdo ao controle (P < 0,05). Para o0s
tratamentos contendo planta, verificou-se que no solo de TPA o tratamento com o gendtipo
BAT 477 destacou-se em relacdo ao DOR 364 (P < 0,05).

A resposta destes genotipos em solo de agricultura mostrou que o tratamento DOR
364 apresentou maior abundancia em relagdo ao tratamento com o genotipo BAT 477
(P < 0,05). Pode ser que isso ocorra porque a planta que possui menor eficiéncia na utilizagédo
de P (DOR 364), utilize de mecanismos que recrutem mais microrganismos do que a que ja
possui uma maior eficiéncia na utilizagdo deste nutriente (PEREZ-JARAMILLO et al., 2017).
Além disso, foi verificado por Long et al. (2018), que a baixa disponibilidade de P aumenta a
abundancia de genes pqqC, indicando diferencas na resposta das bactérias portadoras de pqqC

a adicdo de fosfato.

Figura 9 — Abundancia do gene funcional pqqC em solos de TPA (A) e SA (B), sob influéncia de dois
gendtipos de feijdo (BAT 477 e DOR 364), e o controle (auséncia de plantas). Letras minusculas
representam diferenca significativa entre os tratamentos de cada tipo de solo utilizando o teste de
médias t de student (p < 0,05)
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Para o gene phoD, a abundancia foi significativamente maior, verificada pelo, nos
tratamentos contendo os genotipos do que no tratamento controle, sendo o genétipo DOR 364
0 que apresentou a maior abundancia do gene (P < 0,05). Essa tendéncia foi verificada em

ambos os solos, como pode ser observado na Figura 10.
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7.3.2 Enzimas

Para as fosfatases acidas (Figura 10C e 10D), ambos os tratamentos contendo 0s
gendtipos apresentaram maior atividade enzimatica em relacdo ao tratamento controle,
enquanto 0s genoétipos ndo apresentaram diferenca entre si. Para a fosfatase alcalina, os
tratamentos contendo os genotipos também se destacaram em relacdo ao controle, porém, a
atividade enzimatica teve diferentes respostas conforme o genétipo e o tipo de solo, como
pode ser verificado na Figura 10E e 10F.

Essa maior atividade das enzimas e abundancia do gene nos tratamentos contendo 0s
gendtipos, ocorre porque, como foi ja discutido anteriormente, 0os microrganismos s&o
recrutados para o ambiente rizosférico devido a maior disponibilidade de fontes de C de facil
degradacdo (MARSCHNER et al., 2011). Quando ocorre a deficiéncia de P, o gene que regula
a expressdo das enzimas fosfomonoesterases sdo ativados, induzindo a producdo destas
enzimas (WANNER, 1996; VERSHININA; ZNAMENSKAYA, 2002; APEL et al., 2007).
Estas enzimas promovem a mineralizacdo do P organico, e os fosfomonoesteres podem
representar até 90% do P organico nos solos (CONDRON et al., 2005).

Além disso, como os sistemas agricolas recebem periodicamente adubacdes
fosfatadas, estas podem afetar a abundancia, a diversidade e o funcionamento da comunidade
microbiana (FANIN et al., 2015; FRASER et al., 2015), e consequentemente a expressao do
gene phoD. Este input de P, pode ser um dos fatores que explique a diferenca da atividade
enzimatica da fosfatase alcalina dos dois gendtipos, apresentando comportamento diferentes

para os dois solos pesquisados.
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Figura 10 — Abundancia do gene funcional phoD em solos de TPA (A) e SA (B), potencial da
atividade enzimatica fosfatase acida em solo TPA (C) e SA (D), e potencial da atividade da enzima
fosfatase alcalina em solo de TPA (E) e SA (F), sob influéncia de dois gendtipos de feijdo (BAT 477 e
DOR 364), e o controle (auséncia de plantas). Letras minUsculas representam diferenca significativa
entre os tratamentos de cada tipo de solo utilizando o teste de médias t de student (p < 0,05)
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8. CONCLUSOES

Os atributos quimicos do solo influenciaram significativamente a estrutura da
comunidade bacteriana, principalmente os altos teores de P em TPA, e os baixos teores de K
em ambos 0s solos.

Os gendtipos de feijao aumentaram a riqueza e diversidade das espécies em ambos 0s
tipos de solo. Provavelmente, este aumento da riqueza e diversidade de espécies se deve a
liberacdo de fontes de carbono de fécil degradagéo.

A composicdo da comunidade bacteriana variou conforme o tipo de solo. Na
composicdo em solo de TPA 0s grupos que apresentaram maiores abundancias foram:
Thaumarchaeota 30,58%, Actinobacteria 25,95%, Acidobacteria 14,86%, Proteobacteria
11,84%. No solo de SA foram: Actinobacteria 18,15%, Proteobacteria 16,20%, Chloroflexi,
15,54% e Thaumarchaeota 13,65%. Dentre os tratamentos, Os gendétipos estimularam
diferencialmente a microbiota em sua rizosfera.

De modo geral, a abundancia de Archaea e Bacteria foi maior em solo rizosférico do
que em bulk soil, independente do tipo de solo. O genétipo BAT 477 obteve maiores
resultados em relacdo a abundéncia Archaea e Bacteria, do gene pgqC e da atividade da
fosfatase alcalina em relacdo ao gen6tipo DOR 364 no solo de TPA. No entanto, o gendtipo
DOR 364 se destacou mais em SA quanto a adundancia de fosfatase alcalina, do gene phoD e
pgqC. Essas diferencas podem ser dadas devido a perfis quimicos dos genétipos quanto a
exsudacdo radicular, que podem variar conforme a disponibilidade de nutrientes no solo.

Tanto os microrganismos solubilizadores quanto os mineralizadores de P foram mais
abundantes em solo rizosférico, indicando que as plantas possuem grande efeito modulador da
comunidade bacteriana. Embora os exsudatos ndo tenham sido avaliados, foi possivel
verificar que estes possuem grande potencial modulador. No entanto, mais estudos precisam

ser realizados a respeito da quantidade e qualidade (composi¢édo) destes exsudatos.
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