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RESUMO

CARDOSO, JULIANA DIAS; M. Sc.; State University of Northern Fluminense Darcy
Ribeiro; February 2026; Structure of the bacterial community associated with the soil-
plant system of common bean (Phaseolus vulgaris L.); Advisor: Ph.D., Fabio Lopes
Olivares.

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) constitui importante fonte de proteina vegetal,
com elevada relevancia socioeconémica e cultural no Brasil. O sistema radicular
dessa cultura abriga um microbioma complexo, estruturado em diferentes nichos
ecoldgicos, ainda pouco explorados quanto a sua composi¢ao e funcionalidade. Este
trabalho teve como objetivo caracterizar o microbioma associado a cinco regides do
sistema radicular do feijoeiro (duas regides da raiz, duas rizosferas e solo nao
rizosférico), avaliando sua estrutura, atividade metabdlica e potencial funcional.
Adicionalmente, foram selecionados 15 isolados bacterianos para aplicagdo em
comunidades sintéticas e coinoculagdo com Rhizobium, visando a promoc¢ao do
crescimento vegetal e a fixacao bioldgica de nitrogénio. Foram realizadas coletas do
microbioma rizosférico, isolamento bacteriano, testes de fixacdo de nitrogénio,
avaliacao da atividade microbiana, analise do gene 16S rRNA, perfil metabdlico e
ensaios de inoculacdo, além da mensuragao de parametros biométricos das plantas.
A microbiota cultivavel apresentou maior abundancia na regiao 1, seguida pelas
rizosferas, evidenciando o efeito dos exsudatos radiculares na colonizag¢ao bacteriana,
enquanto a regido 2 destacou-se como nicho estratégico para microrganismos
diazotroficos. As andlises metabdlicas indicaram hotspots de atividade nas regides 1,
2 e rizosfera 1, com diferencas funcionais entre os compartimentos. A analise do gene
16S rRNA evidenciou compartimentalizagdo ao longo do gradiente solo-rizosfera-raiz,
com reducgao da diversidade alfa nos tecidos vegetais e enriquecimento de géneros
associados a promogao do crescimento vegetal, como Burkholderia-Caballeronia-
Paraburkholderia e Pseudomonas. A presenga de um microbioma core conservado,
associado a uma comunidade nicho-exclusiva variavel, evidencia a plasticidade do
microbioma do feijoeiro. Os isolados bacterianos influenciaram o crescimento do
feijoeiro, com maior efeito no sistema radicular. T1, T2 e T10 destacaram-se no
aumento do desenvolvimento radicular e da biomassa. Nao houve efeito significativo
na parte aérea nem na nodulagdo, embora T14 e T10 tenham indicado potencial em
associagao com Rhizobium. Entretanto, desafios relacionados as condigdes de campo
e a complexidade das interacdes microbianas ainda persistem. Assim, estudos futuros
envolvendo coinoculagdes, analises funcionais e comunidades sintéticas sao
essenciais para o desenvolvimento de bioinsumos mais eficientes e sustentaveis para
a cultura do feijao.

Palavras-chave: feijdo-comum; microbioma radicular; bioinsumos; fixacdo de
nitrogénio; crescimento vegetal.



ABSTRACT

CARDOSO, JULIANA DIAS; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February 2026; Structure of the bacterial community associated with
the soil-plant system of common bean (Phaseolus vulgaris L.); Adviser: Ph.D., Fabio
Lopes Olivares.

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is an important source of plant protein,
with high socioeconomic and cultural relevance in Brazil. The root system of this crop
harbors a complex microbiome, structured in different ecological niches, which are still
poorly explored in terms of their composition and functionality. This work aimed to
characterize the microbiome associated with five regions of the common bean root
system (two root regions, two rhizospheres, and non-rhizospheric soil), evaluating its
structure, metabolic activity, and functional potential. Additionally, 15 bacterial isolates
were selected for application in synthetic communities and co-inoculation with
Rhizospheric microbiome sampling, bacterial isolation, nitrogen fixation tests, microbial
activity evaluation, 16S rRNA gene analysis, metabolic profile, and inoculation assays
were performed, in addition to measuring plant biometric parameters. Cultivable
microbiota showed higher abundance in region 1, followed by the rhizospheres,
highlighting the effect of root exudates on bacterial colonization, while region 2 stood
out as a strategic niche for diazotrophic microorganisms. Metabolic analyses indicated
activity hotspots in regions 1, 2, and rhizosphere 1, with functional differences between
compartments. Analysis of the 16S rRNA gene showed compartmentalization along
the soil-rhizosphere-root gradient, with a reduction in alpha diversity in plant tissues
and enrichment of genera associated with plant growth promotion, such as
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia and Pseudomonas. The presence of a
conserved core microbiome, associated with a variable niche-dependent community,
highlights the plasticity of the common bean microbiome. Bacterial isolates influenced
bean plant growth, with a greater effect on the root system. T1, T2, and T10 stood out
in increasing root development and biomass. There was no significant effect on the
shoot or nodulation, although T14 and T10 showed potential in association with
Rhizobium. However, challenges related to field conditions and the complexity of
microbial interactions persist. Thus, future studies involving co-inoculations, functional
analyses, and synthetic communities are essential for the development of more
efficient and sustainable bio-inputs for bean cultivation.

Keywords: common bean; root microbiome; bio-inputs; nitrogen fixation; plant growth.
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1. INTRODUGCAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa pertencente a
familia Fabaceae, que produz vagens contendo sementes comestiveis amplamente
cultivadas e consumidas em diversas regides do mundo. No Brasil, destaca-se como
uma das principais culturas alimentares, apresentando elevada relevancia na dieta da
populagcdo. De acordo Wander e Silva (2025), o consumo nacional de feijao é
composto maijoritariamente pelos tipos comerciais carioca (56%), preto (21%) e
especiais (3%). Além de sua importancia cultural e econdmica, o feijao constitui uma
fonte relevante de proteinas, carboidratos, fibras e micronutrientes essenciais, como
ferro e zinco. Entre os diferentes tipos comerciais, o feijdo-preto apresenta elevada
importancia social e cultural, sendo tradicionalmente associado a preparacodes tipicas

da alimentacgao brasileira.

Do ponto de vista econémico, o feijdo-preto destaca-se entre as variedades
de P. vulgaris por sua elevada aceitagdo no mercado interno, consumo regular ao
longo do ano e boa adaptacao as condi¢des edafoclimaticas brasileiras. Além disso,
€ amplamente utilizado em programas de seguranga alimentar, como as cestas
basicas, uma vez que fornece cerca de 20% das necessidades nutricionais de um
adulto, apresentando menor custo de proteina em comparagéo a de origem animal
(Ferreira, 2013). Dessa forma, essa cultura possui grande relevancia tanto para a
agricultura familiar quanto para sistemas produtivos de maior escala, contribuindo

significativamente para a renda de produtores e para a economia agricola nacional.

As raizes do feijoeiro, além de promoverem a fixagcao da planta ao solo,
desempenham fung¢des essenciais na absorcdo de agua e nutrientes, muitos dos
quais se tornam disponiveis por meio da atividade de microrganismos estimulados
pelos exsudatos radiculares. Ao redor das raizes, forma-se a rizosfera, uma regiao do
solo diretamente influenciada pela atividade radicular, onde microrganismos
recrutados interagem intensamente com a planta, contribuindo para a absorgédo de
nutrientes, protegao contra patdégenos e tolerancia a estresses abidticos (Zhou; Wei et
al., 2022). Nesse ambiente dinamico, destacam-se interacbes simbiodticas, como a
associagao com bactérias fixadoras de nitrogénio do género Rhizobium, responsaveis
pela fixagao biolégica de nitrogénio (FBN), processo no qual o nitrogénio atmosférico



€ convertido em formas assimilaveis pelas plantas, reduzindo a dependéncia de

fertilizantes nitrogenados sintéticos (Checcucci; Marchetti, 2020).

A rizosfera abriga uma comunidade microbiana altamente diversa e complexa,
cuja composic¢ao e dindmica ainda apresentam lacunas de conhecimento no feijoeiro.
A interagdo entre diferentes grupos microbianos pode influenciar diretamente a
eficiéncia da FBN e a absorcédo de nutrientes, em fungao da competi¢gao por nichos
ecologicos e recursos. Assim, a caracterizagdo do microbioma associado a rizosfera
e a raiz é fundamental para compreender a diversidade microbiana e suas fungdes
ecoldgicas (Checcucci; Marchetti, 2020; Zhou; Wei et al., 2022).

Apesar de sua importancia, a cultura do feijao enfrenta desafios relacionados
a produtividade, a dependéncia de fertilizantes minerais e a sustentabilidade dos
sistemas agricolas. Nesse contexto, o uso de insumos bioldgicos tem se destacado
como uma estratégia promissora para promover o crescimento vegetal e reduzir
impactos ambientais. Entre esses, as bactérias promotoras do crescimento vegetal
(PGPB) atuam por diferentes mecanismos, como a fixagao bioldgica de nitrogénio, a
solubilizacdo de nutrientes, a producédo de fitormbnios, a melhoria da absorg¢ao de

agua e a inducéo de resisténcia a estresses bidticos e abidticos (Silva, 2025).

O sistema radicular ndo constitui um compartimento homogéneo,
apresentando variagbes estruturais, fisiologicas e funcionais ao longo do seu
desenvolvimento. A medida que as raizes se expandem, diferentes regides sdo
expostas a gradientes de nutrientes, umidade, oxigénio e compostos organicos,
influenciando diretamente a liberacdo de exsudatos e, consequentemente, a
composicdo das comunidades microbianas associadas. Dessa forma, a
heterogeneidade do sistema radicular contribui para a formagao de multiplos nichos
ecolégicos, aumentando a diversidade microbiana na rizosfera (Yang, 2025). Regides
com diferentes idades fisioldgicas, como porgdes jovens proximas a coifa e areas mais
maduras, apresentam padrdes distintos de exsudagdo e interacdo com

microrganismos.

Apesar dos avangos na area, a compreensao da composicao e do papel
funcional das comunidades microbianas associadas aos diferentes compartimentos
do eixo radicular ainda é limitada. A maioria dos estudos avalia a rizosfera de forma

global, considerando o solo aderido as raizes como um unico compartimento, o que



pode mascarar variagdes espaciais importantes. Essa limitacdo € agravada pela
heterogeneidade do solo, incluindo a distribuicdo de nutrientes, como o fésforo, ao
longo do perfil, o que influencia a arquitetura radicular e a formag¢ao de microambientes
distintos (Marcante et al., 2015).

Nesse contexto, a compartimentalizagdo do sistema radicular torna-se
essencial para a avaliacdo especifica da estrutura e a funcionalidade das
comunidades bacterianas associadas as diferentes regides no gradiente axial
radicular, permitindo compreender a variagao espacial dessas interagbes e seu
potencial de aplicacdo no desenvolvimento de bioinsumos mais eficientes, em que
isolados nicho-especificos podem ser combinados em comunidades sintéticas
potencialmente capazes de colonizar as raizes sem competicdo (Bulgarelli et al.,
2013; Edwards et al., 2015). A integracao de métodos classicos, como o isolamento
de microrganismos, com abordagens moleculares, como o metabarcoding do gene
16S rRNA, possibilita uma caracterizagdo mais abrangente dessas comunidades.
Além disso, abordagens metagenémicas tém ampliado significativamente o
conhecimento sobre microrganismos nao cultivaveis e seus metabdlitos (Santos et al.,
2018).

As plantas sintetizam uma grande diversidade de metabdlitos secundarios e
liberam rizodepdsitos que influenciam diretamente a estrutura e a funcionalidade das
comunidades microbianas. A variagdo genética vegetal também modula essas
interagdes, afetando o recrutamento e a manutencdo de microrganismos benéficos
(Flores, 2015). Dessa forma, a caracterizacdo do microbioma em diferentes
compartimentos do eixo radicular constitui uma estratégia promissora para
compreender a organizacdo das comunidades bacterianas e identificar
microrganismos associados a nichos especificos, com potencial de aplicagdo como

bioinsumos.

Diante disso, torna-se necessario avangar na caracterizacdo dos nichos
radiculares, visando ao desenvolvimento de estratégias agricolas mais sustentaveis,
capazes de reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos e mitigar impactos
ambientais (Compant; et al., 2010). A identificagdo de microrganismos com potencial
biotecnolégico pode contribuir para o aumento da produtividade do feijoeiro, para a

melhoria da qualidade do solo e para o fortalecimento da seguranga alimentar.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a diversidade, a composi¢ao, estrutura e atividade da comunidade
bacteriana associada as diferentes regides da raiz de Phaseolus vulgaris, visando
compreender como essas variagdes moldam as intera¢gdes microbianas e influenciam

a funcionalidade ao longo do continuo raiz-rizosfera-solo.
2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a densidade populacional da comunidade bacteriana (heterotroficas e
diazotroficas) nos diferentes compartimentos do sistema solo-rizosfera-raiz por

métodos tradicionais de isolamento;

e |solar, caracterizar e armazenar bactérias provenientes dos diferentes

compartimentos do sistema solo-rizosfera-raiz;

e Caracterizar o bacterioma do sistema solo-rizosfera-raiz por meio de analise do
microbioma baseada no gene 16S rRNA, avaliando composigao e diversidade

microbiana;

e Comparar a densidade populacional bacteriana e a estrutura do bacterioma
entre as regides R1 (coifa-zona de alongamento) e R2 (zona de emergéncia de

pelos radiculares);

e Avaliar o perfil metabdlico das comunidades bacterianas utilizando ecoplacas,

determinando a capacidade de uso de diferentes fontes de carbono;

e Formular e testar comunidades sintéticas derivadas dos isolados obtidos,

avaliando seu efeito na promogao de crescimento do feijoeiro.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Importancia socioeconémica do feijoeiro

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) destaca-se como uma das principais
culturas agricolas do Brasil, sendo amplamente cultivado e consumido em todo o
territério nacional. O feijdo-comum representa a maior parcela do consumo interno e
constitui elemento central da alimentacdo brasileira, tradicionalmente associado a

combinagao “arroz com feijao” (Gongalves, 2024). Apesar da redugdo no consumo per



capita ao longo das ultimas décadas, esses alimentos permanecem como base da
dieta da populacao (Ibge, 2024). Do ponto de vista nutricional, o feijao é fonte
relevante de proteinas vegetais, fibras, vitaminas do complexo B e minerais, além de
apresentar baixo custo relativo, o que reforga seu papel na seguranga alimentar,

especialmente entre populagdes de menor renda (Wander, 2025).

No contexto produtivo, a cultura possui elevada importancia econdmica,
contribuindo para a geragao de emprego e renda no meio rural. Sua ampla adaptagao
as diferentes condigdes edafoclimaticas permite o cultivo em diversas regides e
épocas do ano, favorecendo a dindmica produtiva nacional. O Brasil figura entre os
principais produtores mundiais de feijdo, ocupando posi¢do de destaque no cenario
global (Coélho, 2023). No dmbito interno, a produgéo concentra-se em estados como

o Parana, que apresenta elevados indices de produtividade (Ibge, 2023).

3.2. Aspectos botanicos de Phaseolus vulgaris

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence ao reino Plantae, sendo
classificado como angiosperma dicotiledénea da ordem Fabales e familia Fabaceae,
conforme o sistema APG IV (2016). O género Phaseolus reune diversas espécies de
leguminosas, destacando-se P. vulgaris como uma das mais cultivadas mundialmente
(Schleder, 2020). A espécie apresenta caracteristicas morfoldgicas bem definidas ao

longo do desenvolvimento, com estruturas adaptadas ao crescimento e a reproducao.

Trata-se de uma planta anual de habito herbaceo, amplamente difundida e
domesticada a partir de dois centros principais nas Américas (Mesoamérica e Andes),
resultando em grupos genéticos distintos (Sarkar, 2026). Esse processo contribuiu
para elevada variabilidade intraespecifica, expressa em caracteristicas como
arquitetura da planta, padrdo de ramificacéo, ciclo, e atributos dos graos, além de

diferencas fisiolégicas relacionadas a adaptagdo ambiental.

Essa variabilidade estrutural possui implicagdes funcionais relevantes para o
desempenho agrondmico, incluindo a eficiéncia no uso de recursos e a interacdo com
o0 ambiente. Nesse contexto, o sistema radicular de P. vulgaris apresenta elevada

plasticidade, respondendo a fatores genéticos e ambientais, o que influencia a



formacao de zonas funcionais ao longo da raiz e a interagdo com microrganismos do

solo.

3.2.1 Estrutura da semente: tegumento, embrido e reservas

A semente de Phaseolus vulgaris apresenta estrutura tipica de dicotiledéneas,
sendo composta por tegumento, embrido e tecidos de reserva, predominantemente
armazenados nos cotilédones. O tegumento constitui a camada externa protetora,
exercendo fungdes essenciais na protecdo mecanica do embrido, no controle das
trocas hidricas e gasosas e na manutencao da integridade da semente durante o
armazenamento e a germinacao. Externamente, destacam-se estruturas morfolégicas
como o hilo, correspondente a cicatriz de insercdo do funiculo, e a micrépila,
relacionada a entrada de agua no processo de imbibig&o, além da rafe, cuja aparéncia

pode variar entre cultivares (Morales-Santos et al., 2017).

No feijdo-preto, a coloracdo do tegumento esta associada ao acumulo de
compostos fendlicos, especialmente antocianinas (Nunes, 2022). Além da importancia
comercial, essa caracteristica esta relacionada aos aspectos estruturais do
tegumento, como espessura e organizagdao das camadas, que influenciam sua
permeabilidade e, consequentemente, o tempo de hidratacdo da semente. Em
leguminosas, tais variagdes podem afetar a velocidade de emergéncia e o
estabelecimento inicial das plantulas. Internamente, o embrido é composto pelo eixo
embrionario, formado por radicula e plumula, e por dois cotilédones volumosos,
responsaveis pelo armazenamento de reservas utilizadas durante o crescimento

inicial até o estabelecimento da atividade fotossintética.

3.2.2 Germinagao epigea e morfogénese inicial

O feijoeiro apresenta germinagao epigea, caracterizada pela elevagao dos
cotilédones acima da superficie do solo em decorréncia do alongamento do hipocatilo
(Ferreira, 2008). O processo germinativo inicia-se com a imbibigdo, etapa em que
ocorre absorcdo de agua e reativagdo metabdlica, incluindo reidratacdo celular,
ativagdo enzimatica e intensificacdo da respiracdo. Em seguida, ha a ruptura do

tegumento e a emissao da radicula, que cresce no sentido gravitropicamente positivo,



originando a raiz principal, enquanto o hipocdtilo se alonga e promove a emergéncia

da plantula.

Apds a emergéncia, os cotilédones permanecem funcionalmente ativos como
orgaos de reserva e podem atuar temporariamente na fotossintese até o completo
desenvolvimento do aparato foliar. Na sequéncia, ocorre o crescimento do epicdétilo e
a emissao das folhas primarias, seguidas pelo estabelecimento das folhas compostas
trifolioladas, caracteristicas da espécie (Ferreira, 2008). Esse conjunto de eventos
marca a transicdo do estagio heterotréfico inicial para a fase autotrdfica, sendo

determinante para o vigor da plantula e o desenvolvimento inicial do sistema radicular.

3.2.3 Sistema radicular: arquitetura, zonas estruturais e emissao de

raizes laterais

O sistema radicular do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) apresenta organizagao
do tipo pivotante, com uma raiz principal e emissado de raizes laterais que conferem
maior capacidade de exploracao do solo (Nyssen, 2016), se relacionando a eficiéncia
na absorcao de agua e nutrientes. As raizes laterais ampliam a superficie de contato
com o solo e estdo associadas a formacado de nédulos para fixagao bioldgica de
nitrogénio. Embora o sistema radicular possa se aprofundar em condigdes favoraveis,
observa-se maior concentracao de raizes nas camadas superficiais do solo, entre 20
e 40 cm, o que contribui para a sensibilidade da cultura ao déficit hidrico. Nesse
sentido, a emissao de raizes laterais a partir do periciclo representa um importante
mecanismo de adaptacao, especialmente nos estadios iniciais de crescimento, ao

favorecer a rapida expansao da area de absorgao (Taiz; Zeiger 2010)

Do ponto de vista funcional, diferentes regides ao longo do eixo radicular
desempenham papéis especificos no crescimento e na absorgéo. A regido apical esta
associada a divisao e ao alongamento celular, enquanto as regides mais diferenciadas
concentram estruturas responsaveis pela absor¢ao, como os pelos radiculares. Essas
estruturas aumentam significativamente a interface solo-raiz e favorecem a interagao
com microrganismos da rizosfera, sendo as raizes finas e os tecidos jovens os
principais responsaveis pela absorg¢do de agua e nutrientes (Raven et al., 2005; Taiz;
Zeiger, 2010).



3.2.4 Nodulagao: estrutura morfolégica especializada da raiz

O Phaseolus vulgaris apresenta a capacidade de formar nédulos radiculares,
estruturas especializadas resultantes da associagdo simbidtica com bactérias
fixadoras de nitrogénio, principalmente dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium
(Dias, 2020). A nodulagao constitui um processo morfogénico no qual células vegetais
sdo induzidas a se diferenciar, originando um érgao funcional geralmente associado

as raizes laterais e regides fisiologicamente ativas do sistema radicular.

O processo de formagdo dos nodulos envolve etapas especificas de
reconhecimento entre planta e microrganismo, seguidas pela infecgdo dos pelos
radiculares e formacgao de estruturas como o fio de infecgcdo, que permite a entrada
das bactérias nos tecidos internos da raiz (Peres, 1980). A partir desse ponto, ocorre
intensa divisdo celular no cértex radicular, resultando na formagao do nddulo.
Estruturalmente, esses 6rgaos apresentam tecidos diferenciados e conexao vascular
com a raiz, o que viabiliza o transporte de agua, nutrientes e fotoassimilados

necessarios a manutencao do metabolismo simbidtico.

No interior dos nddulos, ocorre a fixagéo bioldgica de nitrogénio, processo no
qual o nitrogénio atmosférico (N;) € convertido em formas assimilaveis pela planta,
como amoénia, por agado da enzima nitrogenase (Dias, 2020). Esse mecanismo
representa importante via de suprimento de nitrogénio para a cultura, podendo reduzir
a necessidade de adubacdo nitrogenada. A formacdo desses o6rgdos implica
modificagdes estruturais no sistema radicular, incluindo reorganizagao tecidual e
aumento localizado do volume das raizes. No entanto, o numero, tamanho e eficiéncia
dos nodulos sao influenciados por fatores genéticos e ambientais, como
disponibilidade de nitrogénio no solo, pH, umidade e presenca de populag¢des nativas
de rizobios. Nesse contexto, a nodulagdo configura um componente central da
arquitetura e funcionalidade do sistema radicular em Fabaceae, sendo diretamente
relacionada a eficiéncia nutricional da planta e a resposta as praticas de manejo, como

a inoculacéo.

3.3. Variagoes anatomicas e fisiolégicas nas raizes do feijoeiro

3.3.1 Estrutura geral das raizes



O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) apresenta sistema radicular do tipo
pivotante, caracteristico de dicotiledéneas, com regides estruturalmente
especializadas que desempenham fung¢des especificas no crescimento e na absorgao
de recursos (Haus et al., 2020). Além de suas fungdes classicas de sustentacéo,
absorgao e condugao de agua e nutrientes, o sistema radicular atua como principal
interface de interagdo com microrganismos do solo, incluindo aqueles envolvidos na

fixagao biologica de nitrogénio.

Nesse contexto, a associagao simbidtica com rizobactérias possibilita a
fixagcdo do nitrogénio atmosférico e sua disponibilizagcao para a planta, contribuindo
para o desenvolvimento vegetal e para a melhoria da fertilidade do solo. Essa
interagéo evidencia o papel do sistema radicular como um ambiente biologicamente
ativo, no qual ocorrem trocas metabdlicas essenciais ao funcionamento do sistema

solo—planta.

Do ponto de vista estrutural, a regido apical da raiz € protegida pela coifa
(caliptra), que preserva o meristema durante a penetracdo no solo e secreta
mucilagem com funcbes protetoras e facilitadoras da interagdo com o ambiente
(Finkler, 2018). Acima dessa regido, ocorrem a zona de alongamento, responsavel
pelo crescimento em comprimento da raiz, € a zona de maturacdo, onde se

desenvolvem os pelos radiculares.

Os pelos radiculares aumentam significativamente a area de contato com o
solo, sendo fundamentais para a absorgédo de agua e nutrientes, além de constituirem
importante interface para interagdo com microrganismos da rizosfera (Raven et al.,
2014). Dessa forma, as raizes finas e tecidos jovens representam a fragao mais ativa

do sistema radicular em termos de absorgéo e interagéo bioldgica.

Além de suas fungdes fisioldgicas, a zona pilifera desempenha papel central
na comunicagao com o microbioma do solo por meio da liberacdo de exsudatos
radiculares. Esses compostos atuam como sinais quimicos capazes de modular a
composi¢cao microbiana na rizosfera. Em condi¢cdes de estresse, as plantas podem
alterar o perfil de exsudacéao, recrutando microrganismos benéficos que auxiliam na
defesa e no crescimento vegetal, fenédmeno descrito como “Cry for help” (Rolfe et al.,
2019).
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Nesse sentido, a rizosfera pode ser compreendida como um ambiente
seletivo, no qual a planta atua como filtro ecolégico, favorecendo microrganismos
benéficos e restringindo organismos potencialmente patogénicos, processo mediado

principalmente pelos exsudatos radiculares (Mendes et al., 2013).

3.3.2 Mecanismos de liberagao de compostos organicos

No continuo raiz-rizosfera-solo, a liberagcdo de compostos organicos
desempenha papel fundamental na estruturacdo do microambiente radicular e na
selecao microbiana. Os exsudatos radiculares constituem uma mistura complexa de
compostos liberados por secregao ativa e difusao passiva, sendo determinantes na
organizagao da microbiota da rizosfera (Badri; Vivanco, 2009; Philippot et al., 2013).
Além dos exsudatos, a mucilagem radicular, rica em polissacarideos, contribui para a
protecdo da ponta da raiz e para a formacdo de micro-habitats favoraveis a
colonizacdo microbiana. Ja os lisados celulares representam uma via passiva de
liberagcdo de compostos, geralmente associada as condi¢gdes de estresse fisiologico
(Carvalho et al., 2021).

Esses compostos incluem agucares, aminoacidos, acidos organicos e ions,
que alteram o ambiente quimico da rizosfera e influenciam diretamente a composicao
e a atividade da comunidade microbiana (Da Silveira, 2007). Dessa forma, as raizes
desempenham papel ativo na modulagédo da microbiota, favorecendo microrganismos

associados a promogao do crescimento vegetal e a protecdo contra patégenos.

A interacdo planta-microbioma € dindmica e dependente do estagio de
desenvolvimento da planta e das condicbes ambientais. Alteragcbes no perfil de
exsudacao refletem demandas fisioldgicas especificas e influenciam processos como
a mobilizacéo e a aquisigdo de nutrientes (Kavamura et al., 2018). Em condi¢bes de
limitagdo de nitrogénio, por exemplo, observa-se intensificagdo das interagcbes com a

microbiota do solo, favorecendo estratégias de aquisicao desse nutriente.

Nesse cenario, compostos secundarios liberados pelas raizes podem atuar na
modulagao funcional da comunidade microbiana, contribuindo para a eficiéncia do
sistema solo—planta e reforcando o papel do microbioma rizosférico na nutricao
vegetal (Mendes, 2024).
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3.4. Microbioma rizosférico do feijoeiro

O microbioma rizosférico compreende o conjunto de microrganismos
associados a raiz, incluindo seus genes e fun¢des, incorporando assim o potencial
funcional dessas comunidades (Boon et al., 2014). No feijoeiro, a rizosfera constitui
um ambiente dindmico, fortemente influenciado pela liberagdo de exsudatos
radiculares, os quais atuam na selegdao e modulagdo das comunidades microbianas
(Cunha et al., 2023).

Nesse ambiente, a planta exerce papel ativo na estruturagédo do microbioma,
funcionando como um filtro ecolégico que favorece microrganismos benéficos e
restringe organismos potencialmente patogénicos. Esse processo € mediado
principalmente pela composigcéo dos exsudatos e pelas caracteristicas fisioldgicas da
planta, influenciando diretamente a estrutura e a funcionalidade das comunidades

microbianas (Mendes et al., 2013).

Compostos como acgucares, aminoacidos e metabdlitos secundarios atuam
como mediadores das interagdes planta-microrganismo, favorecendo organismos
com fungdes relacionadas a nutricdo e ao crescimento vegetal, como a fixagao
biolégica de nitrogénio e a promogéo do crescimento. Nesse contexto, destacam-se
grupos funcionais como rizobactérias promotoras de crescimento e fungos
micorrizicos arbusculares, cuja colonizagao € regulada por sinais quimicos derivados

dos exsudatos, incluindo flavonoides (Steinkellner et al., 2007).

Além da promog¢ao do crescimento, o microbioma rizosférico esta associado
a supressao de fitopatdégenos e a mitigacdo de estresses abidticos, por meio de
mecanismos como competicdo por nicho, producao de compostos antimicrobianos e
modulagao de respostas fisioldgicas da planta (Berg et al., 2019; Liu et al., 2023).
Dessa forma, a composi¢cao e a atividade dessas comunidades estdo diretamente

relacionadas a eficiéncia do sistema solo-planta.

Sob essa perspectiva, 0 uso de microrganismos benéficos como bioinsumos
tem sido explorado como estratégia para aumentar a sustentabilidade dos sistemas
agricolas e reduzir a dependéncia de insumos quimicos (Diaz et al., 2025). No feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), a inoculagdo com bactérias associadas as raizes tem
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demonstrado potencial para aumentar a nodulagdo, o crescimento vegetal e a
produtividade (Souza et al., 2017).

Entretanto, a eficiéncia dessas estratégias depende da interacdo com a
microbiota nativa, do gendtipo da planta e das condigbes ambientais, evidenciando a
necessidade de aprofundar o entendimento dos mecanismos de recrutamento e

selecao microbiana na rizosfera.

3.4.1. Diversidade bacteriana na rizosfera do feijoeiro

A rizosfera do feijoeiro abriga elevada diversidade bacteriana, com
predominédncia de grupos pertencentes aos filos Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes e Bacteroidetes, cuja abundancia relativa varia em fungdo das condigbes
ambientais e do gendtipo vegetal (Pérez-Jaramillo, 2017). Dentro desses grupos,
destacam-se taxons associados as fungdes ecoldgicas relevantes, como ciclagem de

nutrientes e interagdo com a planta.

Diversas bactérias rizosféricas apresentam potencial para promog¢ao do
crescimento vegetal, atuando em processos como fixagdo biolégica de nitrogénio,
solubilizacdo de nutrientes e producdo de fitormonios. Géneros como Rhizobium,
Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas sao frequentemente associados a essas
fungdes (Saharan, 2011), contribuindo para o desenvolvimento vegetal e para a

melhoria das condi¢des do solo.

A estrutura e a dindmica dessas comunidades sao fortemente influenciadas
por fatores edafoclimaticos, como pH, umidade e disponibilidade de nutrientes, além
de variagdes climaticas que afetam a atividade microbiana e as interagdes planta—solo
(Lopes, 2024; Dang, 2026). Nesse sentido, a diversidade bacteriana da rizosfera
constitui um componente-chave para a estabilidade e o funcionamento dos sistemas

agricolas.

A caracterizagao dessas comunidades pode ser realizada por abordagens
cultura-dependentes e cultura-independentes. Enquanto métodos baseados em
cultivo permitem a obtencdo de microrganismos isolados, técnicas moleculares

possibilitam a analise direta do material genético, ampliando a deteccéo de grupos
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nao cultivaveis e fornecendo uma visdo mais abrangente da comunidade microbiana
(Rodrigues, 2015).

3.4.2 Influéncia do feijoeiro sobre o microbioma do solo

O feijoeiro exerce influéncia direta sobre a composicdo do microbioma
rizosférico, principalmente por meio de sua arquitetura radicular e do padrao de
exsudacdo. O desenvolvimento de raizes laterais e pelos radiculares amplia a
interface solo-raiz, favorecendo o recrutamento de microrganismos benéficos (Silva,
2023).

A composicédo dos exsudatos radiculares atua como principal mecanismo de
modulacdo dessas comunidades, podendo favorecer ou inibir determinados grupos
microbianos. Além disso, variagdes entre cultivares influenciam a estrutura do
microbioma, sendo associadas as diferengas na arquitetura radicular e no perfil de
exsudacdo. Gendtipos com maior ramificagdo e densidade de pelos radiculares
tendem a apresentar maior diversidade microbiana e maior potencial de interacdo com

microrganismos benéficos.

As interagdes entre microrganismos também desempenham papel relevante
na dindmica da rizosfera. Associagdes entre rizébios e outros microrganismos, como
fungos do género Trichoderma, podem potencializar efeitos sobre crescimento
vegetal, nodulagao e produtividade, evidenciando o potencial de estratégias bioldgicas
combinadas (Backer, 2018).

Por outro lado, praticas agricolas intensivas, especialmente o uso excessivo
de insumos quimicos, podem reduzir a diversidade microbiana e comprometer o
equilibrio do sistema solo-planta. Em contraste, manejos conservacionistas e o uso
de bioinsumos estdo associados ao aumento da diversidade microbiana e a melhoria
da funcionalidade do solo, contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas agricolas
(Campanari, 2019; Da Silva et al., 2024).

3.5. Bacterioma em diferentes regidoes das raizes: coifa—zona de

alongamento versus zona de formagao de pelos radiculares
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3.5.1 Conceitos de compartimentalizagao radicular

O crescimento radicular ocorre a partir do meristema apical, com emissao
continua de raizes laterais que ampliam a exploragao do solo. Ao longo desse eixo,
estabelecem-se gradientes fisico-quimicos e biolégicos que resultam na formacéao de
compartimentos radiculares distintos, caracterizados por diferentes disponibilidades
de nutrientes e perfis de exsudagao. Esses gradientes promovem a formagéo de
nichos microbianos especificos, levando a estruturagdo de comunidades microbianas

diferenciadas ao longo da raiz.

3.5.2 Compartimentalizagcao da rizosfera e importancia funcional

A rizosfera corresponde a faixa de solo sob influéncia direta das raizes,
caracterizada por intensa atividade bioldgica e forte modulacdo pelos exsudatos
radiculares (Dong et al., 2023). Essa regidao apresenta variagées tanto no sentido
radial quanto ao longo do eixo radicular, refletindo gradientes na disponibilidade de

nutrientes e na composi¢cao microbiana.

Funcionalmente, a rizosfera pode ser subdividida em trés compartimentos:
rizosfera externa, rizoplano e endosfera. Esses compartimentos representam um
gradiente crescente de influéncia da planta e de seletividade microbiana. A rizosfera
externa atua como zona inicial de recrutamento, o rizoplano constitui a interface direta
de interacao planta-microrganismo, e a endosfera representa um ambiente altamente

seletivo, ocupado por microrganismos endofiticos adaptados.

Essa compartimentalizagao é fundamental para a organizagao do microbioma,
influenciando processos como ciclagem de nutrientes, promogédo do crescimento
vegetal e supressdo de patdgenos (Philippot et al., 2013). Além de microrganismos
benéficos, a rizosfera também abriga organismos potencialmente patogénicos, sendo

o equilibrio dessas interagdes determinante para a saude das plantas (Mendes, 2024).

3.5.3 Bacterioma na coifa e zona de alongamento

A regido apical da raiz, composta pela coifa e pela zona de alongamento,

apresenta caracteristicas especificas que influenciam a colonizagdo microbiana. A
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coifa atua na protecdo do meristema e na secrecdo de mucilagem rica em
polissacarideos, que funciona como fonte de carbono e substrato para
microrganismos (Badri; Vivanco, 2009). Além disso, a liberagdo continua de células

descamadas contribui para o enriquecimento microbiano nessa regiéo.

Na zona de alongamento, embora a secre¢ao de mucilagem seja reduzida,
compostos liberados pelas células radiculares continuam atuando na selecéo
microbiana, favorecendo a adesao bacteriana e a formacgao inicial de biofiimes
(Haichar et al., 2014).

Assim, essas regides distais estdo associadas a um microbioma influenciado
principalmente pela disponibilidade de compostos organicos e pelas condigdes fisico-
quimicas do solo, resultando em comunidades dinamicas e adaptadas ao ambiente

radicular em expansao (Philippot et al., 2013).

3.5.4 Bacterioma na zona de formacao de pelos radiculares

A zona de formagdo de pelos radiculares apresenta elevada atividade
biolégica e diversidade microbiana, sendo considerada uma das regides mais
importantes para as interagdes planta-microrganismo (Philippot et al., 2013). Os pelos
radiculares ampliam a superficie de contato com o solo, favorecendo a absorcéo de

agua e nutrientes, além de intensificar a liberagao de exsudatos.

Nessa regido, predominam microrganismos associados a nutricdo vegetal,
incluindo bactérias fixadoras de nitrogénio, solubilizadoras de fésforo e promotoras de
crescimento. Esses organismos contribuem para a producgao de fitorménios e para a
melhoria da eficiéncia nutricional da planta, influenciando diretamente seu
desenvolvimento e sua resposta aos estresses (Van Der Heijden et al., 2008; Zhang
et al., 2019).

Dessa forma, enquanto a coifa e a zona de alongamento estdo mais
relacionadas a proteg¢ao, crescimento e recrutamento inicial de microrganismos, a
zona pilifera constitui o principal sitio de interagao funcional entre planta e microbioma,
desempenhando papel central na absor¢cdo de nutrientes e na promogao do

crescimento vegetal.
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3.6. Aplicagoes biotecnoldgicas: desenvolvimento de bioinoculantes
3.6.1 Conceito e tipos de bioinoculantes

Bioinoculantes sdo produtos formulados a partir de microrganismos com o
objetivo de promover o crescimento vegetal e melhorar a eficiéncia do uso de
nutrientes. Esses insumos tém ganhado destaque como alternativa sustentavel aos
fertilizantes quimicos, cujo uso excessivo pode comprometer a qualidade do solo e o

equilibrio ambiental.

Entre os principais grupos utilizados, destacam-se as rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPR), como Rhizobium e Bradyrhizobium, que
estabelecem simbiose com leguminosas e promovem a fixagao biolégica de nitrogénio
por meio da enzima nitrogenase (Moreira, 2014). Além da atuacdo direta no
crescimento vegetal, esses microrganismos podem exercer efeitos indiretos, como o

controle biologico de patdégenos.

Outro grupo relevante corresponde aos fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), que ampliam a absorgédo de nutrientes, especialmente fosforo, por meio da
expansao do micélio no solo. Evidéncias experimentais demonstram que a associagao
com FMA pode resultar em aumento significativo da biomassa vegetal, especialmente

em condi¢des de baixa disponibilidade de nutrientes (Ql et al., 2022).

De modo geral, a formulagdo de bioinoculantes envolve a selegdo de
microrganismos eficientes, sua incorporagao aos substratos adequados e a garantia
de viabilidade e estabilidade do produto. A eficiéncia desses insumos € avaliada por
parametros como crescimento vegetal, acumulo de biomassa e produtividade
(Florencio, 2022).

3.6.2 Bioinoculantes e inovagao

No Brasil, o uso de bioinoculantes encontra-se consolidado, especialmente
em leguminosas, com destaque para bactérias fixadoras de nitrogénio dos géneros
Rhizobium e Bradyrhizobium, amplamente utilizadas no feijoeiro (Phaseolus vulgaris
L.) e regulamentadas pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (Brasil, 2011). Além

disso, bactérias promotoras de crescimento vegetal, como Azospirillum brasilense,
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tém sido empregadas isoladamente ou em coinoculagdo, contribuindo para o

desenvolvimento radicular e para a absorg¢ao de nutrientes (Hungria et al., 2015).

Dados da Embrapa (2026) indicam a existéncia de, aproximadamente, 100
inoculantes associados a cultura do feijoeiro no Brasil, majoritariamente classificados
como bactérias fixadoras de nitrogénio por simbiose. Esses produtos estdo
disponiveis em diferentes formulagdes, com predominancia da forma fluida, e
apresentam aumento nos registros a partir de 2020, evidenciando a expansao recente

do setor.

Apesar da predominancia de microrganismos fixadores de nitrogénio, outros
grupos tém demonstrado potencial como bioinoculantes. Bactérias dos géneros
Pseudomonas, Bacillus e Azospirillum atuam na promogao do crescimento vegetal por
meio da producdo de fitorménios, solubilizacdo de nutrientes e estimulo ao

desenvolvimento radicular.

Estudos experimentais reforcam esse potencial. A inoculagdo com
Pseudomonas promoveu aumento na germinagdo e na biomassa de plantas de
feijoeiro (Souza et al, 2017). De forma semelhante, Azospirillum brasilense foi
associado ao aumento do numero de vagens e da produtividade (Rocha et al., 2021),
enquanto Bacillus subtilis apresentou efeitos positivos sobre a germinacao,
crescimento radicular e rendimento (Rocha, 2019). Esses resultados evidenciam a
diversidade funcional de microrganismos com potencial de aplicagdo como

bioinsumos.

3.6.3 Desafios na aplicagao de bioinoculantes

A aplicagao de bioinoculantes enfrenta desafios relacionados a viabilidade dos
microrganismos, a eficiéncia no campo e a interagcdo com a microbiota nativa. A
sobrevivéncia das cepas durante a produg¢ao, armazenamento e aplicagao é essencial

para garantir sua eficacia (Florencio, 2022).

No feijoeiro, a elevada diversidade microbiana do solo, especialmente de
rizobios nativos, pode comprometer a eficiéncia da nodulacdo devido a competicao
com as estirpes inoculadas. Além disso, a compatibilidade entre microrganismo e

gendtipo da planta influencia diretamente o sucesso da inoculagéo.
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Fatores ambientais, como pH, temperatura, umidade e disponibilidade de
nutrientes, também afetam o desempenho dos inoculantes. Em particular, altos niveis
de nitrogénio no solo podem inibir a nodulagdo e reduzir a eficiéncia da fixagao
bioldgica (Silveira, 2021).

Dessa forma, a eficacia dos bioinoculantes depende da interagao entre fatores
biolégicos, ambientais e de manejo, destacando a necessidade de estratégias
integradas que considerem tanto a sele¢do de cepas quanto as condigdes do sistema

de cultivo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta da diversidade de microrganismos do microbioma rizosférico

Plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) foram cultivadas em substrato
comercial Basaplant® nao autoclavado, com o objetivo de reduzir a variabilidade do
solo, mantendo uma microbiota ativa. As sementes utilizadas foram da cultivar feijao-
preto, provenientes de lote comercial da marca Combrasil®, sem tratamento quimico

prévio.

Ap0s sete dias de germinacéao, foram selecionadas plantulas para a coleta das
amostras, considerando esse estagio como representativo de elevada atividade
radicular e recrutamento inicial do microbioma rizosférico. A amostragem foi realizada
em cinco compartimentos distintos, conforme ilustrado na Figura 1: (R1) regido 1 da
raiz, correspondente a coifa e a zona de alongamento da raiz principal; (R2) regido 2
da raiz, correspondente a zona de formagéo de pelos radiculares e emergéncia de
raizes laterais; (RZ1) rizosfera 1, definida como o solo aderido a regido 1; (RZ2)
rizosfera 2, correspondente ao solo aderido a regiao 2; e (S) solo, caracterizado como

o substrato ndo aderido as raizes.

De cada compartimento, foram coletados, aproximadamente, 0,1 g de
amostra, que foram maceradas e homogeneizadas em solugao salina estéril a 0,85%.

Em seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas de 10 a 107"
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Figura 1: Pontos de amostragem do sistema radicular da plantula de feijao-comum
(Phaseolus vulgaris L.). A regido 1 da raiz e sua respectiva rizosfera (R1 e RZ1) estéao
indicadas em vermelho; a regido 2 da raiz e sua respectiva rizosfera (R2 e RZ2) estao

indicadas em azul; e o solo (S) n&o aderido diretamente a raiz esta indicado em verde.

Para o cultivo bacteriano, utilizou-se meio Nutrient Broth (NB) sélido (Kasvi®,
Brasil), preparado conforme as instru¢des do fabricante. O meio foi esterilizado em

autoclave e distribuido em placas de Petri sob condi¢des assépticas.

Foram inoculados 200 uL de cada diluigdo seriada (10™* a 1077) em placas
contendo o0 meio de cultura, para todas as amostras correspondentes aos cinco
compartimentos avaliados. As placas foram incubadas a 30 °C por um periodo de 24

a 72 horas para o desenvolvimento das col6nias bacterianas.

4.2. Contagem e isolamento das bactérias

A quantificagdo dos microrganismos foi realizada por meio da contagem de
Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) em placas contendo meio Nutrient Broth (NB)

solido. Foram consideradas para contagem as placas provenientes das dilui¢des de
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1072 a 107° que apresentaram entre 30 e 300 coldnias. Os resultados foram expressos

em UFC g™ da amostra inicial.

Apos a contagem, procedeu-se ao isolamento das coldnias bacterianas.
Colbnias com caracteristicas morfoldgicas distintas foram selecionadas e transferidas

para placas contendo meio NB sélido estéril, utilizando-se a técnica de estria simples.

As placas foram incubadas a 33 °C até o crescimento das colbnias isoladas.
A pureza dos isolados foi verificada por meio de repiques sucessivos, com observagao
da uniformidade morfolégica. Apos a obtencdo de culturas puras, os isolados
bacterianos foram armazenados em vermiculita estéril para manutengdo da

viabilidade celular.

4.3. Teste de fixagao de nitrogénio nas bactérias

A capacidade de fixagdo biolégica de nitrogénio foi avaliada por meio do
cultivo dos isolados bacterianos em meios semissolidos livres de nitrogénio LGl e
JNFB, preparados conforme Ddbereiner, Andrade e Baldani (1999). Os meios foram

distribuidos em frascos de vidro tipo penicilina, contendo 5 mL por unidade.

Para a inoculacado, foram utilizados 100 yL das suspensdes bacterianas
provenientes dos cinco compartimentos avaliados (R1, R2, RZ1, RZ2, S). As amostras
da rizosfera foram inoculadas a partir das diluicbes de 107 a 107%, enquanto as
amostras das regides 1 e 2 da raiz e do solo foram inoculadas a partir das diluigbes
de 10 a 107". Apds a inoculacdo, os frascos foram incubados a 33 °C por sete dias.
A presenca de crescimento bacteriano foi avaliada pela formacdo de pelicula
caracteristica no meio semissolido. A quantificacdo dos microrganismos diazotroficos
foi realizada pelo método do Numero Mais Provavel (NMP), utilizando-se trés tubos

por diluicdo e a Tabela de McCrady para estimativa dos valores.

4.4. Atividade bacteriana pelo método FDA

A atividade microbiana foi avaliada pelo método de hidrélise do diacetato de
fluoresceina (FDA), conforme descrito por Schnirer e Rosswall (1982) Foram

utilizadas amostras de 0,5 g de solo rizosférico provenientes dos cinco
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compartimentos avaliados (R1, R2, RZ1, RZ2, S), com repeticbes experimentais.
Como controle negativo, utilizou-se substrato Basaplant® autoclavado. As amostras
foram transferidas para tubos de centrifuga estéreis e homogeneizadas com tampéo
fosfato (pH 7,6). Em seguida, foi adicionada a solugdo de FDA, e as amostras foram
incubadas em agitador (shaker), no escuro, por 1 hora. Apds a incubagao, as amostras
foram centrifugadas, e a densidade Optica do sobrenadante foi determinada em

espectrofotdmetro utilizando placa de 96 pogos.

4.5. Andlise do microbioma baseada no gene 16S rRNA

A comunidade bacteriana nao cultivavel foi caracterizada por meio da
amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rRNA. Trés sementes de feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris L.) foram semeadas em tubetes contendo substrato Basaplant®,
sem aplicagao de inoculantes, a fim de avaliar a comunidade microbiana naturalmente
associada ao sistema radicular. Apds sete dias de germinacdo, foram coletadas
amostras de R1, R2, RZ1, RZ2, S.

O DNA total foi extraido utilizando o Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme
instrugdes do fabricante. A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, e a concentracdo e pureza foram determinadas por
espectrofotometria (NanoDrop ™). As amostras foram padronizadas para volume final
de 40 uL. O sequenciamento e o processamento dos dados do gene 16S rRNA foram

realizados pela empresa NGS Solugbes Gendmicas.

4.6. Perfil metabdlico pelo método de ecoplacas

As analises dos dados do gene 16S rRNA foram realizadas utilizando
ferramentas bioinformaticas para a caracterizagao da composicao e da estrutura da
comunidade bacteriana. A diversidade alfa foi estimada por meio de indices de riqueza
e diversidade, enquanto a diversidade beta foi avaliada com base em medidas de
dissimilaridade entre amostras. A abundancia relativa dos taxons foi calculada a partir
da proporcao de sequéncias atribuidas a cada grupo taxonémico. A identificagao do
microbioma core foi realizada com base na ocorréncia dos taxons nos diferentes

compartimentos avaliados. A estrutura da comunidade microbiana foi analisada por
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meio de analise de componentes principais (PCA), a fim de avaliar padrbes de
similaridade entre as amostras. Para os dados obtidos nas EcoPlates, a atividade
metabdlica foi avaliada com base no padrdo de utilizagdo das fontes de carbono,
sendo os dados submetidos as analises multivariadas para comparagao entre os

compartimentos.

4.7. Preparacgao dos inéculos para aplicagao no feijao

Apos o isolamento, foram selecionados quinze isolados bacterianos distintos,
sendo trés provenientes de cada compartimento amostrado (R1, R2, RZ1, RZ2, S),
com base em caracteristicas morfolégicas. Para o preparo dos pré-indculos, cada
isolado foi cultivado em meio Nutrient Broth (NB) liquido, em tubos contendo 5 mL do
meio, incubados a 32 °C sob agitagao constante (140 rpm) por 24 horas. A densidade
Optica das culturas foi determinada por espectrofotometria, utilizando aliquotas de 200
ML em placas de 96 pocos, sendo, posteriormente, ajustada entre 0,8 e 1,0 a 600 nm
(OD¢o0) antes da utilizagdo como indculo. Para a preparacgao dos indculos, os isolados
foram cultivados em maior volume de meio NB liquido sob as mesmas condigcbes de
incubacado. Os indculos foram padronizados para aplicagdo na proporgao de 1 mL por

semente de feijao.

4.8. Preparagao da cepa do Rhizobium para aplicagao no feijao

Além dos isolados bacterianos obtidos dos diferentes compartimentos, foi
utilizada uma cepa do género Rhizobium para inoculagéo nas sementes de feijao. Foi
utilizada a cepa Rhizobium ftropici, proveniente da colecdo do Nucleo de
Desenvolvimento de Insumos de Base Biolégica para a Agricultura (NUDIBA),
correspondente ao isolado n° 64. Esse isolado inclui estirpes identificadas pelos
codigos BR 322 (= SEMIA 4077), BR 520 (= SEMIA 4080) e BR 534 (= SEMIA 4088),

associadas a cultura de Phaseolus vulgatris.

O isolado foi cultivado em meio Yeast Mannitol (YM) solido, conforme
Embrapa (1994), seguido de purificagdo por repiques sucessivos utilizando a técnica
de estria simples. Apos a confirmacao da pureza, a bactéria foi cultivada em meio YM
liguido para obtencdo do pré-inéculo. A cultura bacteriana foi incorporada em
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substrato a base de turfa vegetal (MGreen®, Brasil), previamente esterilizada por
autoclavagem. O pH da turfa foi ajustado para 6,8 com CaCO;. Para a inoculagéo,
sementes de feijao foram umedecidas com solugéo de sacarose a 10% (m/v) e, em
seguida, misturadas a turfa inoculada até recobrimento uniforme. As sementes foram
mantidas a sombra por 30 a 60 minutos para secagem superficial. Apos a inoculagéo,
as sementes permaneceram em contato com o inoculante por um periodo de 3 dias
antes da semeadura. Para o preparo do inoculante, foram utilizadas 200 g de
sementes, as quais foram adicionados 10 g de turfa inoculada, sendo esta incorporada
até obtencdo de umidade homogénea. Para a quantificagdo de células viaveis,
amostras de turfa inoculada foram submetidas as dilui¢des seriadas em solugéo salina
estéril (0,85% NaCl) até 107". Aliquotas de 100 uL das diluicdes (1072 a 1077) foram
plagqueadas em meio Nutrient Broth (NB) sdlido, utilizando a técnica de espalhamento
superficial. As placas foram incubadas por 72 horas, e as unidades formadoras de
colénia (UFC) foram determinadas, expressando os resultados em UFC g™'. Todas as

etapas foram realizadas sob condi¢cdes assépticas em camara de fluxo laminar.

4.9. Teste dos isolados bacterianos

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
composto por 17 tratamentos (2 controles e 15 tratamentos com isolados bacterianos),

com quatro repeticdes, totalizando 68 unidades experimentais (tubetes).

Os tubetes foram preenchidos com substrato comercial Basaplant®, sendo
adicionada uma camada de argila expandida no fundo de cada unidade para favorecer
a drenagem. Em cada tubete, foram semeadas trés sementes de feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris L.). Foram estabelecidos dois controles experimentais: controle
absoluto (Ca), constituido por substrato, sementes e irrigagdo com agua; e controle
relativo (Cr), composto por sementes previamente inoculadas com turfa contendo a
cepa n°® 64 de Rhizobium tropici (colegdo Nudiba), além de irrigagdo com agua. Os
tratamentos (T1 a T15) foram constituidos por sementes previamente inoculadas com
turfa contendo a cepa n° 64 de Rhizobium tropici, associadas a inoculagdo com

isolados bacterianos obtidos no presente estudo, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Isolados bacterianos obtidos a partir dos diferentes compartimentos do

sistema solo—raiz e sua respectiva codificagao.



Isolado
Tratamentos Origem do isolado )

aplicado
T1 Rizosfera 1 Bactéria A
T2 Rizosfera 1 Bactéria B
T3 Rizosfera 1 Bacteria C
T4 Solo Bactéria D
T5 Solo Bactéria E
T6 Solo Bactéria F
T7 Regido 2 Bactéria G
T8 Regido 2 Bactéria H
T9 Regido 2 Bactéria |
T10 Rizosfera 2 Bactéria J
T11 Rizosfera 2 Bactéria K
T12 Rizosfera 2 Bactéria L
T13 Regido 1 Bactéria M
T14 Regido 1 Bactéria N
T15 Regido 1 Bactéria O
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O experimento foi conduzido por 45 dias em casa de vegetagdo da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada em
Campos dos Goytacazes, RJ. As plantas foram mantidas sob irrigacao diaria. Aos 16
dias ap6s a emergéncia, foi realizado controle fitossanitario com aplicacdo de 6leo de
Neem (2,5 mL em 500 mL de agua). Aos 35 dias, foi realizada suplementacao
nutricional com solu¢gdo Remo Nutrientes® (40 mL em 3.600 mL de agua, com
aplicacao de 30 mL por tubete), complementada com solugédo de micronutrientes (20

mL em 700 mL de agua, com aplicacdo de 10 mL por tubete).

4.10. Dados biométricos

Ao final do periodo experimental, as plantas foram removidas dos tubetes e
lavadas em agua corrente para remocado do substrato aderido as raizes. O
comprimento da parte aérea e do sistema radicular foi mensurado com fita métrica
graduada em centimetros. A biomassa fresca da parte aérea e das raizes foi
determinada por pesagem em balanga de precisao. Em seguida, o material vegetal foi
acondicionado em sacos de papel e submetido a secagem em estufa a 60 °C por 48
horas, para determinacdo da biomassa seca. Quando presentes, os nddulos
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radiculares foram quantificados e pesados em balanga de precisdo. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando significativo, as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Diversidade e estrutura funcional da comunidade microbiana

5.1.1. Anadlises da comunidade bacteriana por sequenciamento do gene
16S rRNA

A caracterizagdo da composi¢cao taxonémica do microbioma bacteriano foi
realizada a partir dos dados obtidos por analise do gene 16S rRNA, permitindo
descrever os principais grupos microbianos presentes nos diferentes compartimentos
avaliados. Essa abordagem possibilita compreender como a estrutura da comunidade
bacteriana se organiza ao longo do gradiente solo-rizosfera-regides associadas ao
sistema radicular do feijoeiro, evidenciando padrdes de sele¢do microbiana e

potenciais relagdes com o ambiente edafico.

5.1.2 Diversidade alfa e beta da comunidade bacteriana

A diversidade alfa é utilizada para estimar a diversidade intra-amostral,
permitindo comparar a complexidade taxonémica entre os compartimentos avaliados.
Neste estudo, a diversidade alfa foi estimada por meio do indice Chao1, o qual
representa um estimador de riqueza, inferindo o numero de taxons presentes a partir

da ocorréncia de unidades raras na comunidade microbiana.

Alpha Diversity - Chao1
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Figura 2: indice de diversidade alfa (Chao1) das comunidades bacterianas nos diferentes
compartimentos amostrados: R1 (regido préxima a ponta radicular), R2 (raizes secundarias),
RZ1 e RZ2 (rizosferas associadas as respectivas regides radiculares) e S (solo nao
rizosférico). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os

tratamentos (p < 0,05). Os pontos representam as repeti¢cdes bioldgicas.

Na Figura 2 a diversidade alfa (Chao1) diferiu significativamente entre
compartimentos (p < 0,05), com maior riqueza em RZ1 e S (grupo "a"), RZ2
intermediario ("b"), R1 baixo ("c") e R2 minimo ("d"). Esses resultados indicam um
gradiente de riqueza microbiana entre os compartimentos, com maior complexidade
nos ambientes edaficos e menor riqueza nos compartimentos diretamente associados
ao tecido vegetal (Costa et al., 2014). Os maiores valores de riqueza bacteriana
observados em S e nas rizosferas sugerem maior complexidade microbiana nesses
compartimentos, esperado para ambientes edaficos com elevada heterogeneidade
fisico-quimica, diversidade de micro-habitats e ampla disponibilidade de nichos
ecologicos (Stocco et al., 2008). Apresentando riqueza intermediaria, compativel com
sua condi¢cao de zona de transigao entre solo e raiz, onde maior aporte de exsudatos
radiculares favorece grupos selecionados, mantendo parte da diversidade tipica do
solo (Backer, 2018)

Em contrapartida, os menores valores de Chaol em R1 e R2 indicam
comunidades restritas em riqueza, evidenciando efeito seletivo do hospedeiro. Essa
reducao decorre da filtragem vegetal, favorecendo microrganismos com capacidade
de quimiotaxia, formacgao de biofilmes e adaptacao endofitica, como em rizosferas de

feijoeiro (Souza et al., 2004)

Do ponto de vista agronémico, a menor diversidade alfa em compartimentos
proximos ao tecido vegetal ndao deve ser interpretada apenas como redugdo da
microbiota, mas também como possivel recrutamento seletivo de microrganismos com
potencial funcional importante, como promogéo de crescimento vegetal, ciclagem de
nutrientes e antagonismo a fitopatdégenos, o que é relevante para sele¢cdo de

microrganismos candidatos a bioinsumos (Embrapa, 2024).



27
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Figura 3: Andlise de diversidade beta das comunidades bacterianas nos diferentes
compartimentos (R1, R2, RZ1, RZ2 e S) por meio de PCoA baseada na distancia de Bray—
Curtis. Cada ponto representa uma repeti¢cao bioldgica, e as elipses indicam o agrupamento
dos tratamentos. O eixo PCoA1 explica 48,1% da variacao total, enquanto o eixo PCoA2

explica 24%, totalizando 72,1% da variabilidade representada no grafico.

A Figura 3 mostra que a diversidade beta € utilizada para avaliar a
dissimilaridade na composi¢gdo microbiana entre os compartimentos, permitindo
analisar o grau de diferenciagdo entre as comunidades bacterianas do solo, da
rizosfera e das regides diretamente associadas ao tecido vegetal. Para isso, foi
realizada uma analise de ordenagao por PCoA (Principal Coordinates Analysis)
baseada na distancia de Bray—Curtis, a qual considera diferengas na estrutura e na

abundéancia relativa dos taxons entre as amostras.

A anadlise evidenciou clara separagao entre os compartimentos, indicando

diferencas marcantes na estrutura da comunidade bacteriana. Observou-se
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agrupamento consistente das réplicas dentro de cada compartimento, com separagao
nitida entre os compartimentos associados ao tecido vegetal (R1 e R2) em relagédo ao
solo (S) e as amostras de rizosfera (RZ1 e RZ2). Resultados semelhantes foram
observados por Barraza et al. (2020), que relataram agrupamentos distintos das
comunidades bacterianas associadas as raizes de feijoeiro em funcao do tipo de
substrato, independentemente do gendtipo, evidenciando o papel determinante do
ambiente edafico na estruturacdo do microbioma radicular. Além disso, os autores
demonstraram que as comunidades bacterianas das raizes diferem significativamente
daqueles presentes em substratos nao plantados, reforcando o conceito de selegéo

microbiana mediada pela planta.

As amostras R1 e R2 posicionaram-se no lado esquerdo do grafico (PCoA1
negativo) por estarem associadas ao tecido vegetal, porém, apresentaram separagao
ao longo do eixo PCoA2, indicando diferengas na estrutura da comunidade bacteriana
entre distintas regides do sistema radicular (Barraza et al., 2020). Esse padréo sugere
que a ponta da raiz e as raizes secundarias constituem microambientes especificos,
possivelmente em funcéo de variagdes locais na liberacdo de exsudatos, estagio de

desenvolvimento tecidual e atividade metabdlica (Pérez-Jaramillo et al., 2017).

O compartimento RZ1 apresentou posicionamento intermediario, sugerindo
uma condicdo de transicdo, refletindo o efeito da rizosfera como zona de
enriquecimento de grupos especificos recrutados pela planta, mantendo, entretanto,

parte da comunidade caracteristica do solo.

RZ2 agrupou-se mais proximo de S, evidenciando um gradiente espacial de
influéncia da planta sobre a microbiota: regides mais préximas ao tecido vegetal
sofrem maior selecdo microbiana, enquanto compartimentos mais distantes mantém

maior similaridade com a comunidade edafica (Poppeliers et al., 2024).

Essas diferencas estruturais no microbioma indicam que os compartimentos
radiculares e a prépria rizosfera constituem nichos estratégicos para a prospecgao de
microrganismos com potencial funcional relevante, incluindo microrganismos
promotores de crescimento vegetal e candidatos aos bioinsumos, reforcando o papel
do microbioma na sustentabilidade dos sistemas de producéo.
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5.1.3. Abundancia relativa

A composi¢cdo da comunidade bacteriana foi inicialmente avaliada por meio
da abundancia relativa dos taxons, a fim de identificar os grupos predominantes e
verificar variagdes entre os compartimentos amostrados. Para obter maior resolugao
taxon6mica, a abundancia relativa foi analisada em nivel de género, sendo os
principais taxons representados por meio de um heatmap, o qual permite visualizar
padrées de enriquecimento e reducédo de géneros associados ao solo, a rizosfera e

as regides diretamente relacionadas ao tecido vegetal.

A anadlise da composicao taxondmica em nivel de género evidenciou que os
compartimentos diretamente associados ao tecido radicular (R1 e R2) exibiram
enriquecimento significativo de géneros como Burkholderia, Caballeronia,
Paraburkholderia, Pseudomonas, Massilia e Sphingomonas, sugerindo uma
associagao preferencial dessas bactérias as regides proximais a raiz, provavelmente
modulada por exsudatos radiculares (Compant et al., 2010). Em contrapartida, as
amostras de solo (S) e rizosfera (RZ1 e RZ2) apresentaram perfis mais heterogéneos,
caracterizados por uma distribuicdo mais equitativa de diversos géneros (Costa et al.,
2014). Além disso, detectaram-se géneros envolvidos em interagdes simbioticas com
leguminosas, a exemplo de Rhizobium e Mesorhizobium, cuja abundancia maior foi

em R1, alinhando-se aos padrbes observados no feijoeiro-comum (Reis et al., 2021).
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Figura 4: Heatmap da abundancia relativa (%) dos principais géneros bacterianos
identificados por meio da analise do gene 16S rRNA em diferentes compartimentos
associados ao sistema radicular do feijoeiro. A intensidade da coloragdo representa a
abundéancia relativa dos géneros, variando de baixa (azul) a alta (vermelho), conforme escala

apresentada.

O padrao observado no heatmap indica que o microbioma bacteriano
apresenta estruturagédo por compartimento, sugerindo que as regides diretamente
associadas ao tecido vegetal (R1 e R2) funcionam como microambientes seletivos,
favorecendo o enriquecimento de determinados géneros como Burkholderia,
Pseudomonas e Sphingomonas (Stopnisek et al., 2021). Esse enriquecimento pode
estar relacionado a disponibilidade de exsudatos radiculares tais como acucares,
aminoacidos e acidos organicos e a proximidade com o hospedeiro vegetal, os quais

contribuem para selecionar microrganismos com elevada capacidade de colonizagao
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e utilizacdo de substratos derivados da planta, conforme relatado em estudos sobre
rizosfera de P. vulgaris (Bulgarelli et al., 2013). Do ponto de vista agronémico, o
enriguecimento de géneros como Burkholderia, Caballeronia, Paraburkholderia,
Pseudomonas, Massilia e Sphingomonas em R1/R2 é especialmente relevante, pois
diversos representantes desses grupos sao descritos como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (PGPR) (Rojas-Rojas et al., 2020). Esses microrganismos
contribuem para o desenvolvimento vegetal por mecanismos diretos como produgéo
de fitohorménios (ex.: IAA) e indiretos, como a solubilizagdo de nutrientes e
antagonismo aos patogenos, além de, no caso de Burkholderia phymatum,
capacidade de nodular P. vulgaris, conforme observado em um estudo de cepas
isoladas de solos marroquinos (Talbi et al., 2010), favorecendo maior eficiéncia

nutricional em leguminosas.

A variagdo na abundancia relativa desses taxons entre os compartimentos
sugere que o ambiente radicular pode atuar como reservatério e zona de recrutamento
de bactérias potencialmente importantes para a fixagdo biolégica de nitrogénio e,
consequentemente, para estratégias sustentaveis de manejo, como o uso de

inoculantes e bioinsumos.

Adicionalmente, observa-se que a estruturacdo do microbioma ao longo dos
diferentes compartimentos radiculares pode estar associada ndo apenas a
abundancia relativa dos taxons, mas também a sua funcao ecolégica. De modo geral,
regides diretamente associadas ao tecido vegetal, como R1 e R2, tendem a favorecer
o estabelecimento de microrganismos com caracteristicas benéficas, especialmente
aqueles com potencial promotor de crescimento vegetal (PGPR), devido a maior
disponibilidade de exsudatos radiculares e a selec¢ao ativa exercida pela planta. Esse
processo contribui para a formacdo de um microbioma mais funcional e mutualistico

nessas regides.

Por outro lado, compartimentos mais distantes da raiz, como o solo nao
rizosférico, apresentam maior diversidade funcional e menor seletividade, podendo
abrigar tanto microrganismos benéficos quanto potenciais patdgenos. A rizosfera, por
sua vez, representa uma zona intermediaria, onde ocorre intensa competigao
microbiana, incluindo interagdes entre microrganismos promotores de crescimento e
organismos potencialmente prejudiciais. Assim, embora n&o seja possivel classificar

rigidamente os compartimentos quanto a presenga exclusiva de microrganismos
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patogénicos ou nao patogénicos, os dados sugerem uma tendéncia de maior
enriquecimento de grupos funcionalmente benéficos nas regides mais proximas a raiz,

refletindo o papel seletivo do hospedeiro vegetal na estruturagdo do microbioma.

5.1.4. Microbioma core e taxons associados aos compartimentos

Avaliou-se também a distribuicao de taxons compartilhados e exclusivos entre
os compartimentos do sistema solo—planta, com o objetivo de identificar padrbes de
selegcdo microbiana e caracterizar o conjunto de microrganismos mais recorrentes
entre os compartimentos. Para isso, foi utilizado um diagrama de Venn, evidenciando
a intersecao e exclusividade de taxons entre compartimentos; e uma representagao
do microbioma core, por meio de grafico do tipo donut, destacando os géneros que
compdem o nucleo microbiano (core microbiome) e sua abundancia relativa. Estudos
destacam que o core microbiome é frequentemente composto por microrganismos
persistentes e altamente adaptados ao hospedeiro, desempenhando fungbes-chave
na ecologia do sistema (Shade; Handelsman, 2012). Essas analises permitem
compreender simultaneamente a distribuicdo e a dominancia dos principais grupos
bacterianos ao longo do gradiente solo—rizosfera—regides associadas ao tecido da

planta.

O diagrama de Venn evidenciou a distribuicdo dos géneros bacterianos entre
os compartimentos avaliados. Foram identificados 98 géneros compartilhados entre
todos os compartimentos, caracterizando o nucleo do microbioma associado ao
feijoeiro. Esse nucleo microbiano, persistentemente presente independentemente dos
tratamentos, sugere envolvimento em fung¢des ecoldgicas essenciais, incluindo

ciclagem de nutrientes e suporte ao desenvolvimento vegetal.

Além do nucleo comum, observou-se elevado numero de géneros exclusivos
em cada compartimento, com destaque para S (557), RZ1 (544) e RZ2 (451),
enquanto R1 e R2 apresentaram 230 e 180 géneros exclusivos, respectivamente,
indicando variagbes expressivas na composicdo da comunidade bacteriana em

resposta aos diferentes tratamentos.
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Figura 5. Distribuicdo de taxons e composigdo do microbioma core associado aos diferentes
compartimentos avaliados. (A) Diagrama de Venn mostrando o numero de tdxons (em nivel
de género) exclusivos e compartilhados entre os compartimentos. (B) Grafico do tipo donut
representando a abundancia relativa (%) dos principais géneros que compdem o microbioma
core, destacando os taxons mais recorrentes entre os compartimentos e a proporgao

agrupada em “others”.

Adicionalmente, foram identificados diversos géneros compartilhados
parcialmente entre dois, trés ou quatro compartimentos, evidenciando uma
distribuicdo heterogénea da comunidade bacteriana e a presenga de uma fragao
intermediaria do microbioma, composta por tdxons cuja ocorréncia varia conforme o

compartimento e o tratamento aplicado (Shade; Handelsman, 2012).
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Embora exista um conjunto conservado de microrganismos comum a todos
0s compartimentos, a maior parte da diversidade bacteriana apresentou distribuigao
especifica ou parcialmente compartilhada, refletindo influéncia direta das condi¢des
experimentais. Nesse contexto, as diferencas observadas entre os compartimentos
indicam que o manejo exerceu papel determinante na estruturagdo da comunidade
bacteriana associada ao feijoeiro (Santoyo et al., 2025). O elevado numero de géneros
exclusivos no compartimento S sugere que, na auséncia de inoculagéo direcionada,
ocorre maior heterogeneidade microbiana, possivelmente refletindo a microbiota basal

do substrato e do ambiente de cultivo.

Por outro lado, os compartimentos RZ1 e RZ2 apresentaram numeros
expressivos de géneros exclusivos, semelhantes ao observado em S, indicando que
os tratamentos envolvendo rizobactérias ou comunidade sintética promoveram
reestruturagao significativa do microbioma. Esse padrdo sugere que a inoculagao
favoreceu o recrutamento diferencial de microrganismos, possivelmente por
alteragdes nos exsudatos radiculares ou pela criagdo de novos nichos ecoldgicos,

resultando em maior diversificagado bacteriana (Santoyo et al., 2025).

Em contraste, R1 e R2 apresentaram menor quantidade de géneros
exclusivos, indicando comunidades mais homogéneas. Esse comportamento pode
estar relacionado a um efeito seletivo mais restritivo desses tratamentos, favorecendo
grupos especificos de microrganismos e reduzindo a diversidade periférica, o que
sugere microbiomas mais simplificados, possivelmente dominados por taxons melhor

adaptados as condi¢des impostas (Mendes et al., 2013).

A presenca de géneros compartilhados parcialmente entre os compartimentos
evidencia a existéncia de uma fragao intermediaria do microbioma, composta por
microrganismos sensiveis as condicdes ambientais e ao manejo. Esses taxons
representam uma comunidade flexivel, capaz de responder dinamicamente as
intervengdes experimentais, em contraste com o microbioma core, que permanece

estavel (Pantigoso et al., 2022).

De forma integrada, a coexisténcia de um nucleo microbiano conservado com
uma comunidade periférica altamente variavel demonstra a plasticidade do
microbioma associado ao feijoeiro, indicando que a planta mantém um conjunto

essencial de microrganismos enquanto permite modificagdes substanciais na
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diversidade bacteriana em resposta aos tratamentos (Shade; Handelsman, 2012).
Esses resultados reforcam o potencial da manipulagdo do microbioma rizosférico
como estratégia para modular comunidades microbianas e otimizar sistemas de

cultivo baseados em bioinsumos.

A analise da abundancia relativa dos géneros que compdem o microbioma
core associado ao feijoeiro revelou uma comunidade bacteriana dominada por poucos
taxons principais, acompanhados por um conjunto diverso de géneros de baixa
frequéncia, agrupados na categoria “Others”, que representou, aproximadamente,
metade da abundancia total. Entre os géneros individualmente mais abundantes,
destacaram-se o complexo Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia, seguido por
UTBCD1, Pseudolabrys, Terracidiphilus e Dyella. Outros géneros relevantes incluiram
Bryobacter, Pseudomonas, Hyphomicrobium, Devosia, Priestia, Rhizobium,
Gemmatimonas, Mesorhizobium, Dongia e Dokdonella, cada um contribuindo com
menores proporgdes para a composigao total do microbioma core. Esse padrao indica
que, embora poucos géneros apresentem maior dominancia, a comunidade central do
feijoeiro €& caracterizada por elevada diversidade taxonémica, composta

majoritariamente por microrganismos de baixa abundancia relativa.

A microbiota vegetal varia entre os diferentes tecidos da planta e € composta,
em parte, por bactérias endofiticas capazes de colonizar os tecidos internos sem
causar danos ao hospedeiro, pertencentes majoritariamente aos géneros comuns do
solo, como Enterobacter, Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus e Azospirillum. Essas
rizobactérias desempenham fungdes importantes na fisiologia vegetal, incluindo a
producao de fitormoénios, como o acido indolacético (Khan et al., 2016), a fixagcao
bioldgica de nitrogénio e a protecao contra patdégenos, por meio da indugao de defesas
da planta, produgéo de compostos antagonistas e competi¢cao por nichos ecoldgicos
(Compant et al., 2010). Nesse contexto, a predominancia do complexo Burkholderia-
Caballeronia-Paraburkholderia no microbioma core do feijoeiro sugere um papel
central desse grupo na ecologia da rizosfera e dos tecidos associados a planta. Esses
géneros sao amplamente descritos como bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPB), atuando por mecanismos como solubilizagédo de fosfato, produgéo de
fitohormbnios e supressao de fitopatégenos, além de apresentarem potencial para
fixagcdo biolégica de nitrogénio em algumas espécies (Matteoli, 2018). A elevada

recorréncia desse grupo entre os diferentes compartimentos reforga sua adaptagao
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ao ambiente do feijoeiro e sua possivel contribuicdo funcional para o desenvolvimento

da planta.

A presengca de géneros como Pseudomonas, Devosia, Hyphomicrobium
indica um microbioma core funcionalmente diverso, envolvendo microrganismos
associados a producgao de sideréforos, solubilizagao de fosfato, fixagdo de nitrogénio,
resisténcia sistémica (Sah, 2021). Em particular, Rhizobium e Mesorhizobium sao
reconhecidos pela capacidade de estabelecer simbiose fixadora de nitrogénio com
leguminosas (Ridvan,2023), corroborando o papel do microbioma core na nutrigao

nitrogenada do feijoeiro.

A elevada propor¢cdo da categoria “Others” evidencia a contribuicdo de
numerosos géneros raros, 0s quais, apesar da baixa abundancia individual, podem
desempenhar fungdes ecoldgicas relevantes, atuando como um reservatorio funcional
e conferindo maior resiliéncia ao sistema. Esse fenbmeno é frequentemente descrito
em comunidades microbianas vegetais, nas quais taxons de baixa frequéncia
participam de processos-chave, especialmente em mudangas ambientais (Shade;
Handelsman, 2012).

A microbiota do vegetal abriga bactérias capazes de fornecer protecéo indireta
contra patdégenos; entretanto, os microrganismos associados as raizes parecem
desempenhar fungdes adicionais, especialmente relacionadas a aquisicdo de
nutrientes do solo e ao crescimento vegetal. Dessa forma, a microbiota vegetal
emerge como uma caracteristica fundamental da planta, envolvendo interagbes
mutualisticas mediadas por diversos mecanismos bioquimicos, conforme
demonstrado em estudos com bactérias promotoras de crescimento e saude vegetal
(Bulgarelli et al., 2013). Nesse contexto, a coexisténcia de géneros associados tanto
ao solo quanto a ambientes endofiticos sugere que o microbioma core do feijoeiro é
composto por microrganismos capazes de transitar entre compartimentos, reforgando
a ideia de selecao exercida pela planta hospedeira. Esse processo de filtragem
biolégica favorece grupos microbianos com maior compatibilidade metabdlica com o
feijoeiro, contribuindo para o estabelecimento de uma comunidade microbiana estavel

e funcionalmente integrada.

5.1.5. Abundancia relativa de géneros exclusivos por compartimento
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Apos avaliar os géneros compartilhados, houve a necessidade de avaliar a
ocorréncia de taxons exclusivos em cada compartimento, visando compreender quais
microrganismos estdo associados de forma mais especifica a cada um dos
compartimentos do sistema radicular do feijoeiro. Para isso, analisou-se a abundéancia
relativa dos géneros exclusivos de cada compartimento, representada por graficos do
tipo donut na Figura 12, que permite visualizar quais taxons caracterizam cada

compartimento e inferir possiveis processos de selecao microbiana.

A composicao do microbioma core revelou diferencas marcantes entre os
compartimentos raiz, rizosfera e solo. Em todos os ambientes avaliados, observou-se
elevada proporc¢ao do agrupamento “Others”, especialmente na rizosfera (RZ1 e RZ2)
e no solo (S), indicando uma comunidade altamente diversa composta
majoritariamente por géneros de baixa abundancia relativa. Esse padréao €
caracteristico de microbiomas edaficos, nos quais poucos taxons dominantes

coexistem com muitos microrganismos raros (Lynch & Neufeld, 2015).

Nos compartimentos radiculares (R1 e R2), verificou-se menor contribuicdo
de “Others” e maior abundancia relativa de géneros especificos, como Pseudomonas,
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia, Massilia, Novosphingobium e
Methylobacterium (Bulgarelli, 2013). Esses grupos sdo amplamente descritos como
colonizadores eficientes de raizes e incluem bactérias promotoras de crescimento
vegetal (Compant, 2010), associadas a producao de fitohormonios, solubilizacdo de
nutrientes e supressao de patégenos. Tal padrédo evidencia o efeito seletivo exercido
pela planta hospedeira, favorecendo microrganismos com fung¢des benéficas ou

adaptadas ao ambiente radicular.
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Figura 6: Abundancia relativa (%) dos géneros exclusivos identificados por analise do gene
16S rRNA em cinco compartimentos do sistema solo—planta do feijoeiro. Os graficos do tipo
donut representam a composicao relativa de géneros exclusivos em cada compartimento: R2
(regido 2 — coifa), R1 (regido 1), RZ1 (rizosfera 1), RZ2 (rizosfera 2) e S (solo). A categoria

“Others” representa a soma dos géneros exclusivos de baixa abundéancia relativa.

Resultados de meta-analises recentes mostram que a estrutura da
comunidade microbiana difere significativamente entre solo em massa e rizosfera,
com maior separacado de comunidades bacterianas entre esses compartimentos. Além
disso, microrganismos estrategistas r, como Proteobacteria e Bacteroidetes, tendem
a ser enriquecidos na rizosfera, enquanto estrategistas K e oligotréficos, como
Acidobacteria,  Gemmatimonadetes,  Nitrospirae e  Planctomycetes, sao
consistentemente reduzidos no solo rizosférico em comparacao ao solo em massa, o

que sugere um efeito seletivo marcado mediado pela planta. Essas mudancgas sao
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parcialmente atribuidas a acidificagcdo do solo rizosférico promovida por exsudatos
radiculares, que altera as condi¢des quimicas e favorece grupos microbianos

especificos (Fu et al., 2023).

O solo apresentou a maior complexidade microbiana, com elevada proporgéao
de taxons raros e baixa abundancia relativa de géneros individualizados, caracteristica
tipica de ambientes edaficos (Jansson; Hofmockel, 2020). Em conjunto, os resultados
demonstram um gradiente claro de sele¢do microbiana, no qual o solo representa o
reservatério inicial de diversidade, a rizosfera atua como filtro intermediario e a raiz
exerce selecdo mais intensa, favorecendo grupos bacterianos potencialmente

associados ao desempenho fisiologico do feijoeiro.

5.1.6. Estrutura multivariada da comunidade bacteriana (PCA)

Para avaliar padrdes globais na estrutura da comunidade bacteriana e
verificar a similaridade entre os compartimentos do sistema solo—planta, realizou-se
uma analise multivariada por Analise de Componentes Principais (PCA). Essa
abordagem permite reduzir a dimensionalidade dos dados e identificar os principais
eix0os responsaveis pela variagdo na composicdo microbiana, evidenciando
agrupamentos e separagdes entre os compartimentos. Dessa forma, a PCA fornece
uma visao integrada do microbioma, destacando diferengas composicionais entre os

compartimentos analisados.

A anadlise de componentes principais (PCA) evidenciou uma clara separagao
entre os compartimentos amostrados, indicando diferencas na estrutura da
comunidade bacteriana associada a cada ambiente. O uso de PCA em estudos de
microbioma tem sido amplamente empregado para explorar variagdo composicional
entre ambientes amostrais. O componente principal 1 (PC1) explicou 32,7% da
variacao total, enquanto o componente principal 2 (PC2) explicou 14%, perfazendo

46,7% da variabilidade representada nos dois primeiros eixos.

Os compartimentos R1 e R2 agruparam-se no quadrante inferior esquerdo do
grafico, apresentando sobreposi¢cdo parcial, indicando elevada similaridade na
composic¢ao bacteriana entre esses compartimentos. O compartimento RZ1 localizou-
se predominantemente no quadrante superior esquerdo, separando-se de R1 e R2
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principalmente ao longo do eixo PC2, evidenciando uma estrutura microbiana distinta.
Esse padrao é consistente com Fernandez-Gonzalez et al. (2019), que observaram
separacgao significativa da diversidade beta entre solos de rizosfera e solos a granel,
demonstrando que a rizosfera constitui um compartimento microbiologicamente
distinto. De forma semelhante, a separagao observada neste estudo entre RZ1 e os
compartimentos associados diretamente a raiz sugere um efeito seletivo do sistema
radicular sobre a composicdo bacteriana, resultando em comunidades

estruturalmente diferenciadas.
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Figura 7. Analise de Componentes Principais (PCA) da comunidade bacteriana baseada no
gene 16S rRNA, evidenciando o padrdo de ordenagdo e agrupamento das amostras por
compartimento. Os pontos representam as amostras e as elipses indicam a
dispersao/agrupamento dentro de cada compartimento. Os percentuais nos eixos indicam a
proporgao da variagao explicada pelos componentes PC1 e PC2. As densidades marginais

representam a distribuicdo das amostras ao longo de cada componente principal.

Os compartimentos S e RZ2 posicionaram-se no lado direito do grafico (PC1
positivo). RZ2 apresentou um agrupamento mais compacto, com baixa dispersao ao
longo do PC2, enquanto o solo (S) exibiu maior dispersao vertical, o que pode ser
atribuido a elevada heterogeneidade espacial das comunidades microbianas,

associada a existéncia de multiplos micro-nichos e a variabilidade de fatores edaficos
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em escala fina. Estudos indicam que essa heterogeneidade pode influenciar
significativamente a representatividade das amostras e a interpretagdo da estrutura
microbiana (Li et al., 2025), reforcando a necessidade de considerar a variabilidade

espacial do solo em analises de comunidades bacterianas.

O padrao geral indica a formagao de agrupamentos distintos associados aos
diferentes compartimentos do sistema solo—planta, confirmando que a composi¢ao
bacteriana ¢é fortemente influenciada pelo compartimento amostrado. Essa
compartimentalizagdo do microbioma € consistente com outros estudos que mostram
que a rizosfera e tecidos vegetais moldam comunidades microbianas distintas em
comparacgao ao solo (Mendes et al., 2013). A proximidade entre R1 e R2 sugere que
essas regides apresentam comunidades microbianas estruturalmente semelhantes,
possivelmente em fungao das condigdes compartilhadas relacionadas a proximidade
com o hospedeiro vegetal, incluindo maior influéncia de exsudatos radiculares e

selegdo de microrganismos adaptados a colonizagéo da raiz.

Por sua vez, a separacao de RZ1 em relagdo aos compartimentos associados
diretamente a raiz indica que a rizosfera apresenta uma comunidade microbiana
intermediaria, caracterizada tanto pela influéncia do sistema radicular quanto pelas
propriedades do solo circundante. Elas influenciam de tal forma que podem alterar o
pH e estrutura do solo, a disponibilidade de oxigénio e o carbono através de seus
exsudatos (Dennis et al., 2010. A maior dispersao observada no solo reforga sua
elevada heterogeneidade ecoldgica, associada a presenga de multiplos nichos

microambientais (Fierer et al., 2007).

5.1.7. Inferéncia funcional do microbioma bacteriano

Embora a composicdo taxondmica fornega um panorama sobre quais
microrganismos compdem a comunidade, ela ndo revela diretamente o potencial
metabdlico associado ao microbioma. Dessa forma, a analise de predi¢cao funcional
foi realizada com o objetivo de identificar diferencas nos perfis metabdlicos preditos
entre os compartimentos do sistema solo—planta do feijoeiro. Essa abordagem permite
inferir possiveis fungdes relacionadas a nutricdo, adaptacdo e interacdo planta—
microrganismo, contribuindo para interpretar o microbioma n&o apenas sob o aspecto

de composicado, mas também quanto ao seu possivel papel funcional no ambiente.


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9796772/#jam15686-bib-0026
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Figura 8. Heatmap do perfil funcional predito do microbioma bacteriano nos compartimentos
avaliados (R2, R1, RZ1, RZ2 e S), mostrando vias metabdlicas diferencialmente
representadas entre compartimentos. As cores indicam o Z-score da abundancia relativa
predita das vias (azul = menor representagao; vermelho = maior representagédo), conforme

escala apresentada.

A andlise de abundancia funcional relativa, representada pelo heatmap de Z-
score, evidenciou diferengcas marcantes no potencial metabdlico da comunidade
microbiana entre o0s compartimentos avaliados. Observou-se que, nos
compartimentos R1 e R2 houve maior enriquecimento de vias relacionadas a
biossintese de aminoacidos, incluindo *L-*lisina, *L-*arginina, *L-*ornitina e
aspartato/asparagina, além de rotas associadas ao metabolismo central do carbono,
como glicdlise e o ciclo de Calvin-Benson-Bassham, indicando um perfil
predominantemente anabdlico. Esse padrao funcional € descrito em microbiomas de
rizosfera como associado a sintese de metabdlitos primarios essenciais ao
crescimento microbiano e a interacédo planta-microrganismo (Bulgarelli et al., 2013).
Estudos prévios também relatam que a expressao de vias biossintéticas de
aminoacidos e rotas centrais do carbono pode refletir a adaptagcdo das comunidades
microbianas a disponibilidade de exsudatos radiculares e ao ambiente nutritivo da

rizosfera (Mendes et al., 2013).
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Em contraste, o compartimento RZ1 destacou-se pelo enriquecimento
significativo de vias relacionadas a degradacdo de compostos aromaticos, como
catecol, metabolismo de nitrogénio (degradagéo de arginina e alantoina), biossintese
de N10-formil-tetrahidrofolato e producdo de sideréforos, como a aerobactina,
sugerindo maior atividade metabdlica e especializagdo funcional, possivelmente
associada a um ambiente de maior competigdo microbiana e maior demanda por
nutrientes, especialmente ferro (Janssen, 2006). Essas fungdes estdo diretamente
relacionadas a mecanismos de promog¢do de crescimento vegetal, uma vez que
poliaminas derivadas da arginina, a reciclagem de nitrogénio e a produgado de
sideroforos contribuem para a melhoria da nutricado mineral da planta e para o aumento

da tolerancia a estresses abidticos (Kusano et al., 2008).

Por sua vez, RZ2 e S apresentaram perfil funcional mais homogéneo, sem
enriquecimentos expressivos, indicando uma comunidade com potencial metabdlico
mais generalista, caracteristica frequentemente associada a ambientes com maior
redundancia funcional microbiana (Allison; Martiny, 2008). De forma geral, os
resultados sugerem que a estrutura funcional do microbioma varia conforme o
compartimento, refletindo adaptagdes ecoldgicas especificas e reforgcando o papel da
microbiota associada ao feijoeiro na ciclagem de nutrientes e no suporte fisioldgico da
planta (Philippot et al., 2013), aspectos fundamentais para o desenvolvimento de
estratégias de manejo agricola baseadas em insumos bioldégicos e comunidades

sintéticas microbianas (Bakker et al., 2012).

5.2. Caracterizagao da comunidade microbiana associada ao feijoeiro
5.2.1. Atividade metabdlica e diversidade funcional

Para uma avaliagédo integrada da funcionalidade microbiana associada aos
diferentes compartimentos do sistema radicular do feijoeiro, foram analisados,
simultaneamente, o desenvolvimento médio da cor dos pogos (AWCD) e o indice de
diversidade de Shannon ao longo do tempo de incubacido em ecoplacas Biolog
EcoPlate™. Enquanto o AWCD reflete a intensidade metabdlica global das
comunidades microbianas, o indice de Shannon permite estimar a diversidade
funcional com base no padrao de utilizacdo das fontes de carbono. A apresentacao

conjunta dessas métricas possibilita uma interpretacédo mais abrangente da dinédmica
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uma vez que ambos os parametros sao

complementares e descrevem diferentes dimensdes da atividade funcional da

microbiota.

A indice de Diversidade de Shannon ao Longo do Tempo
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Figura 9. Dindmica temporal da atividade metabdlica global e da diversidade funcional das

comunidades microbianas provenientes de diferentes compartimentos do sistema radicular do

feijoeiro. (A) Desenvolvimento médio da cor dos pogos (AWCD) ao longo do tempo de

incubagéo. (B) indice de diversidade de Shannon calculado a partir do perfil de utilizago das

fontes de carbono em ecoplacas Biolog EcoPlate™. Os valores representam médias das

leituras de absorbancia a 592 nm, e letras diferentes indicam diferencas significativas entre

compartimentos em cada tempo de avaliagao (p < 0,05).
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A analise conjunta do desenvolvimento médio da cor dos pogos (AWCD) e do
indice de diversidade de Shannon permite distinguir ndo apenas diferengcas na
intensidade metabdlica entre compartimentos, mas também variagbes na
complexidade funcional das comunidades microbianas, fornecendo uma viséo
integrada do efeito radicular sobre a microbiota nativa. Essa analise revelou padroes
consistentes entre os compartimentos avaliados, evidenciando diferengas marcantes
na atividade metabdlica global e na diversidade funcional das comunidades
microbianas associadas ao sistema radicular do feijoeiro. De modo geral, os
compartimentos diretamente influenciados pelas raizes (R1, R2, RZ1 e RZ2)
apresentaram maiores valores de AWCD e Shannon em comparagao ao solo nao
rizosférico (S) e ao controle (C), indicando comunidades mais ativas e funcionalmente

mais complexas.

O maior AWCD e indice de Shannon foram observados no compartimento R2,
0 que é consistente com resultados reportados por Aponte et al (2023), que
observaram maior atividade metabdlica, atividade enzimatica e densidade microbiana
na zona radicular de Baccharis linearis em rejeitos de mina. Segundo esses autores,
esse padrao esta associado ao aumento da biomassa microbiana e a maior
disponibilidade de matéria organica estimulada pelos exsudatos radiculares. De forma
semelhante, os resultados obtidos neste estudo indicam que as raizes secundarias do
feijoeiro constituem regides de elevada atividade microbiana, evidenciando o papel do
sistema radicular na modulacédo funcional da microbiota nativa. Essas afirmacdes
corroboram a ideia de que as regides associadas as raizes secundarias sao
reconhecidas como hotspots microbioldgicos, ou seja, microambientes caracterizados
por alta atividade metabdlica e maior interagao entre microrganismos, em comparagao

ao solo circundante (Kuzyakov & Blagodatskaya, 2015).

O compartimento R1 também apresentou elevados numeros em ambas as
analises. Essa regido é caracterizada pela liberagdo continua de mucilagem e
compostos organicos (Dennis et al., 2010), além da renovagéao celular, fatores que
favorecem o recrutamento inicial de microrganismos metabolicamente ativos. Assim,
R1 pode ser interpretado como uma zona de ativagdo e selecdo da microbiota
associada ao feijoeiro, atuando de forma complementar ao compartimento R2 na

estruturagao funcional das comunidades microbianas ao longo do sistema radicular.



47

As comunidades rizosféricas (RZ1 e RZ2) exibiram valores de AWCD e
Shannon semelhantes aos observados nos compartimentos internos da raiz,
confirmando o efeito rizosférico classico, caracterizado pelo enriquecimento
microbiano promovido pela planta hospedeira (Philippot et al., 2013). Esse efeito
reflete ndo apenas maior abundancia microbiana, mas também, maior diversidade
funcional, uma vez que ambos os parametros indicam resposta metabdlica frente as

multiplas fontes de carbono (Berg et al., 2009).

O solo nao rizosférico apresentou atividade metabdlica intermediaria,
refletindo a presenga de microbiota basal, porém, sem o estimulo continuo
proporcionado pelos exsudatos radiculares. No caso do indice de Shannon, observou-
se uma queda inicial no solo, a explicagdo para isso € que o sistema Biolog tende a
favorecer microrganismos de crescimento rapido, uma vez que as condi¢cbes das
ecoplacas sao ricas em nutrientes, resultando em dominancia inicial de bactérias
copiotréficas sobre aquelas de crescimento mais lento, comumente predominantes
em solos nao rizosféricos, por isso, observa-se atividade predominante de poucos
grupos oportunistas, enquanto microrganismos de crescimento mais lento passam a
contribuir para o metabolismo apenas apds um periodo de adaptacao (Garland & Mills,
1991; PrestoN-Mafham et al., 2002).

O controle manteve os menores valores para ambas as métricas ao longo do
periodo avaliado, evidenciando baixa atividade metabdlica e menor complexidade
funcional na auséncia de influéncia vegetal direta. Enquanto o AWCD reduzido reflete
limitada intensidade metabdlica global, os baixos valores de Shannon indicam
participacado restrita de grupos microbianos no consumo das fontes de carbono,
resultando em um perfil funcional simplificado. Esse padrdao € consistente com a
auséncia de estimulo por exsudatos radiculares (Bais et al., 2006; Philippot et al.,
2013), reconhecidos como determinantes para a ativagao e diversificagdo metabdlica

da microbiota rizosférica.

5.2.2. Dinamica temporal do consumo das classes de carbono

Para aprofundar a compreensdo das diferencas funcionais entre os
compartimentos do sistema radicular do feijoeiro, avaliou-se o consumo agregado das
principais classes de carbono presentes nas ecoplacas apds 120 horas de incubacao.
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Essa analise permite identificar preferéncias metabdlicas das comunidades
microbianas, evidenciando como regides especificas da raiz e suas rizosferas
modulam o uso de diferentes tipos de substratos, em comparagcdo ao solo nao

rizosférico e ao controle.

Consumo Metabdlico por Classe no Tempo (120h)
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Figura 10. Consumo metabdlico agregado das diferentes classes de carbono (acidos
carboxilicos/acéticos, aminas/amidas, aminoacidos, carboidratos, compostos fendlicos e
polimeros) pelas comunidades microbianas provenientes dos compartimentos, apés 120
horas de incubagcdo em ecoplacas Biolog EcoPlate™. Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre compartimentos dentro de cada classe de substrato (p < 0,05).

O consumo das classes de carbono apds 120 horas evidenciou padrdes

metabdlicos distintos entre os compartimentos avaliados, com maior utilizacdo da
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maioria das classes nos compartimentos associados as raizes e suas rizosferas, em

comparacgao ao solo nao rizosférico e ao controle.

O elevado consumo de carboidratos, aminoacidos e acidos carboxilicos em
R1 e R2 indica intensa utilizagdo de compostos tipicamente associados aos exsudatos
radiculares, que incluem, principalmente, agucares, aminoacidos e acidos organicos
(Badri; Vivanco, 2009). Esses compostos representam importantes fontes de energia
e nitrogénio para microrganismos copiotroficos (Fierer et al., 2007), além de
desempenharem papel central na ciclagem de nutrientes e nas interagdes planta—

microrganismo (Jones et al., 2009)

As rizosferas RZ1 e RZ2 exibiram perfis metabdlicos semelhantes aos
observados nas regides internas da raiz, especialmente para carboidratos,
aminoacidos e polimeros, indicando forte influéncia da planta sobre o solo adjacente.
Esse comportamento confirma o efeito rizosférico, caracterizado pelo enriquecimento
funcional da microbiota proxima as raizes, evidenciando que a modulagcdo metabdlica

nao se restringe ao interior radicular, estendendo-se ao ambiente circundante.

As rizosferas RZ1 e RZ2 exibiram perfis metabdlicos semelhantes aos
observados nas regides internas da raiz, especialmente para carboidratos,
aminoacidos e polimeros, indicando forte influéncia da planta sobre o solo adjacente
(Marschner et al., 2001). Esse comportamento confirma o efeito rizosférico,
caracterizado pelo enriquecimento funcional da microbiota proxima as raizes,
evidenciando que a modulagdo metabdlica ndo se restringe ao interior radicular,

estendendo-se ao ambiente circundante (Smalla et al., 2001)

O maior consumo de polimeros em R2, RZ1 e RZ2 sugere maior capacidade
dessas comunidades em degradar compostos mais complexos, indicando maior
versatilidade metabdlica nesses compartimentos (Berg et al., 2009) De forma
semelhante, o maior consumo de compostos fendlicos em R2 e RZ2 aponta para a
presenga de microrganismos capazes de metabolizar moléculas mais recalcitrantes,
frequentemente associadas ao metabolismo secundario vegetal (Abdel-Hamid et al.,
2013). Em contraste, o solo nao rizosférico apresentou consumo intermediario para a
maioria das classes, enquanto o controle exibiu os menores valores em todas as
categorias avaliadas, refletindo baixa atividade metabdlica e menor diversidade

funcional na auséncia da influéncia direta das raizes.
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5.2.3. Perfil de utilizagao dos substratos aos 120 h

Para detalhar o perfil metabdlico das comunidades microbianas associadas
aos diferentes compartimentos do sistema radicular do feijoeiro, analisou-se o padréo
de consumo individual das fontes de carbono das ecoplacas apés 120 horas de
incubacdo. Essa abordagem permite identificar substratos especificos
preferencialmente utilizados em cada compartimento, fornecendo uma visdo mais
refinada da funcionalidade microbiana e evidenciando a influéncia da planta na

selecdo metabdlica da microbiota nativa.

Perfil de Consumo de Substratos no Tempo 120 h
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Figura 11. Heatmap do perfil de consumo das fontes individuais de carbono pelas
comunidades microbianas provenientes dos diferentes compartimentos apés 120 horas de
incubacao em ecoplacas Biolog EcoPlate™. As cores indicam a intensidade relativa de
utilizacdo dos substratos, variando de amarelo (menor consumo) a vermelho (maior
consumo). O dendrograma representa o agrupamento hierarquico dos compartimentos com

base na similaridade metabdlica dos perfis de utilizagado de carbono.

O heatmap evidenciou padroes especificos de utilizagdo de substratos

individuais entre os compartimentos avaliados, com clara separagao entre os
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ambientes associados as raizes (R1, R2, RZ1 e RZ2) e aqueles sem influéncia direta
da planta (solo e controle), conforme indicado pelo agrupamento hierarquico. O solo
nao rizosférico exibiu menor intensidade geral de consumo e um perfil mais restrito de
substratos (Degens et al., 2000), enquanto o controle apresentou os menores valores
para praticamente todas as fontes de carbono avaliadas, refletindo baixa

complexidade metabdlica.

O compartimento R1 apresentou maior consumo de agucares simples e
aminoacidos, como D-celobiose, D-xilose, L-serina, L-treonina e L-asparagina,
indicando uma comunidade adaptada a rapida assimilagdo de compostos facilmente
disponiveis, caracteristica compativel com a intensa liberacdo de mucilagem e
rizodepdsitos na regido da coifa (Hawes et al., 2016). Esse padrao indica que R1
desempenha papel central no recrutamento inicial e na selecdo funcional da
comunidade microbiana associada (Walker et al., 2003). O compartimento R2
destacou-se pelo elevado consumo de uma ampla gama de substratos, incluindo a-
ciclodextrina, glicogénio, putrescina, D-manitol, i-eritritol e L-arginina, além de acidos
organicos, evidenciando maior versatilidade metabdlica e capacidade de degradagao
de compostos mais complexos (Paterson et al., 2007), pois essa regido é
funcionalmente ativa. A capacidade de metabolizar tanto compostos simples quanto
mais complexos sugere uma comunidade microbiana altamente especializada,
envolvida em processos centrais de ciclagem de carbono e nitrogénio (Jones et al.,
2004).

RZ1 apresentou maior consumo de derivados de parede celular vegetal, como
N-acetil-D-glucosamina, D-celobiose e D-xilose, o que promove a reciclagem de
residuos vegetais e a manuteng¢ao de comunidades especializadas na degradacgao de
componentes estruturais (Reay et al., 2012). Em RZ2, observou-se maior utilizagéo
de L-arginina e compostos fendlicos, indicando sele¢do de microrganismos capazes
de metabolizar moléculas associadas ao metabolismo secundario vegetal (Badri et al.,
2013), caracteristica de uma rizosfera mais funcionalmente madura e com maior

complexidade metabdlica.
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5.3. Atividade enzimatica microbiana estimada pelo método FDA

A atividade microbiana variou significativamente entre os diferentes
compartimentos da rizosfera, evidenciando padrées contrastantes de atividade
metabdlica. A analise por FDA permitiu identificar diferencas claras entre as regides

avaliadas, indicando a influéncia espacial das raizes sobre a dinAmica microbiana do

solo.
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Figura 12: Atividade microbiana estimada pelo método FDA (ug fluoresceina mL™) em
diferentes compartimentos radiculares: R1 (coifa), R2 (raizes secundarias), RZ1 (rizosfera da
coifa), RZ2 (rizosfera da raiz secundaria) e solo ndo aderido (S). Barras representam média
desvio padrao (n = 3). Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os
compartimentos pelo teste de Tukey (p < 0,05), ap6s ANOVA unidirecional (F (4,10) =205,2;
p<0,0001).

A atividade microbiana, estimada pelo método FDA, diferiu significativamente
entre os compartimentos avaliados. O teste de Tukey (p < 0,05) agrupou os
compartimentos em trés grupos estatisticamente distintos. Os maiores valores médios
de FDA foram observados em RZ1 (35,24 ug fluoresceina mL™") e R2 (32,27 ug
fluoresceina mL™"), que nao diferiram entre si. O compartimento R1 apresentou valor
intermediario (25,26 ug fluoresceina mL™), diferindo significativamente de RZ1 e R2.

Ja RZ2 (6,06 pg fluoresceina mL™) e o solo ndo aderido (S) (6,34 ug fluoresceina
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mL™") apresentaram o0s menores valores, n&o diferindo entre si, porém,

significativamente inferiores aos demais compartimentos.

RZ1 apresentou a maior atividade microbiana, o que pode ser atribuido a
intensa liberagdo de mucilagem e exsudatos organicos nessa regido da coifa,
reconhecida como zona de elevado metabolismo radicular. A coifa representa um
importante hotspot bioldgico, caracterizado pela secregdo continua de compostos
facilmente assimilaveis, como agucares, aminoacidos e acidos organicos, 0s quais
aumentam a disponibilidade de carbono no solo adjacente e estimulam fortemente o
metabolismo microbiano. Dessa forma, observa-se maior atividade enzimatica na

rizosfera associada ao apice radicular.

O compartimento R2 também apresentou elevada atividade microbiana. Esse
comportamento esta relacionado a colonizagdo direta da superficie radicular por
comunidades microbianas aderidas, frequentemente organizadas em biofilmes. Esses
biofilmes favorecem a permanéncia dos microrganismos junto ao tecido vegetal,
promovendo trocas metabdlicas diretas com a planta e resultando em elevada
atividade enzimatica local. Raizes secundarias, por constituirem tecidos mais
maduros e estruturalmente estaveis, favorecem o estabelecimento dessas

comunidades, concentrando a atividade microbiana diretamente na raiz.

Em R1, a atividade foi intermediaria quando comparada a RZ1 e R2. Esse
padrao pode ser explicado pela forte seletividade exercida pela coifa, que atua como
um filtro bioldgico ativo. Embora haja intensa liberacdo de exsudatos nessa regiéo, a
superficie radicular apresenta renovagao celular continua e ativa mecanismos de
defesa que limitam a colonizagao direta por microrganismos. Assim, grande parte da
resposta microbiana ocorre na RZ1, onde os exsudatos se acumulam, e nao

diretamente sobre a coifa.

Por outro lado, RZ2 apresentou baixa atividade microbiana, semelhante a
observada no solo. Esse resultado indica redugao do efeito rizosférico nessa regiao,
devido a menor liberacdo de carbono labil por raizes secundarias mais maduras,
limitando a difusdo de substratos para o solo adjacente. Assim, enquanto R2
apresenta elevada atividade associada ao rizoplano, RZ2 reflete um ambiente com

menor estimulo metabdlico, aproximando-se do comportamento do solo ndo aderido.
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O solo nédo aderido (S) apresentou os menores valores, evidenciando a
auséncia da influéncia direta dos exsudatos radiculares e reforgando o papel central

da raiz na modulagao da atividade microbiana.

5.4. Abundancia microbiana cultivavel
5.4.1. Contagem de bactérias cultivaveis

A quantificagdo da comunidade microbiana foi realizada por meio da
contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC), método que permite estimar a
densidade de microrganismos viaveis e cultivaveis presentes nas amostras. Essa
abordagem possibilita avaliar diferengas na abundancia microbiana entre os
compartimentos, considerando apenas microrganismos capazes de crescer sob as
condi¢des do meio de cultivo utilizado. Os valores obtidos foram submetidos a analise
estatistica, a fim de identificar possiveis variagdes significativas associadas a origem

das amostras.
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Figura 13: Contagem de microrganismos cultivaveis expressa em UFC g™ de amostra nos
diferentes compartimentos. Os compartimentos analisados foram R1 (regi&o 1), R2 (regido 2),
RZ1 (rizosfera 1), RZ2 (rizosfera 2) e S (solo). As barras representam a média de trés
replicatas biolégicas (n = 3) e as barras de erro indicam o desvio-padréo. Letras diferentes
acima das colunas indicam diferenga estatisticamente significativa entre os compartimentos,

de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

A contagem de microrganismos viaveis, expressa em UFC g™, revelou
diferengas significativas entre os compartimentos avaliados, evidenciando variagdes
na densidade da microbiota cultivavel em fungédo da origem das amostras. Os valores
observados indicam que determinados ambientes apresentam maior capacidade de

sustentar popula¢des microbianas ativas quando comparados a outros.

O compartimento R1 apresentou o maior valor médio de UFC, diferindo
estatisticamente dos compartimentos R2, S, RZ1 e RZ2 (p < 0,05), o que indica que a
regidao 1 oferece condi¢des mais favoraveis ao crescimento microbiano. A coifa
radicular € uma regiao altamente ativa metabolicamente, responsavel pela producao
de mucilagem e liberacdo de células de borda (border cells), as quais formam uma
matriz rica em compostos organicos prontamente assimilaveis pelos microrganismos
(Van Veen et al., 2005). Esse microambiente favorece a colonizacao bacteriana, o que
pode explicar os elevados valores de unidades formadoras de col6nia observados

nesse compartimento.

Os menores valores de UFC observados foram no R2 e no S, o que pode
estar relacionado a maior distancia em relagao a ponta radicular, reconhecida como o
principal sitio de exsudagao de compostos orgéanicos e liberagao de células de borda.
Estudos demonstram que a exsudacgao radicular apresenta distribuicdo espacial
heterogénea, concentrando-se predominantemente nos segmentos mais jovens da
raiz e diminuindo progressivamente em regides mais antigas ou submetidas ao
desenvolvimento secundario. Nessas por¢oes, a diferenciacao tecidual e a fungao
predominantemente estrutural das raizes secundarias reduzem a liberacdo de
exsudatos facilmente assimilaveis, limitando o estimulo & colonizagao microbiana
(Strock, 2020). Adicionalmente, o solo ndo aderido a raiz carece da influéncia direta
da sinalizacdo quimica vegetal, apresentando menor influéncia das raizes e
densidade microbiana inferior (Geng et al., 2026) o que pode explicar os menores

valores de UFC observados nesses compartimentos.
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Estudos com algoddao demonstraram que as raizes exercem forte efeito
seletivo sobre a comunidade bacteriana da rizosfera, promovendo ou reduzindo a
diversidade microbiana conforme as condi¢dées do solo, por meio da modulagao das
propriedades fisico-quimicas e da liberagao de exsudatos radiculares (Qiao et al.,
2017). Observou-se maior proporgdo de bactérias benéficas (como Bacillus e
Pseudomonas) na rizosfera em comparagao ao solo nao rizosférico, evidenciando o
recrutamento seletivo de microrganismos pela planta (Geng et al., 2026). No presente
estudo com P. vulgaris, a maior contagem de UFC na regi&o proxima a ponta radicular
(R1), em contraste com as rizosferas RZ1 e RZ2, sugere que o feijoeiro estabelece
um gradiente espacial de selegao microbiana nas rizosferas associadas as diferentes
regides radiculares, associado a maior atividade metabdlica e exsudagéo nas regides

jovens da raiz.

5.4.2. Isolamento bacteriano e obten¢ao de culturas puras

A partir das colbnias obtidas nas placas de cultivo, foram selecionados
isolados bacterianos com base na distingdo morfolégica, considerando principalmente
variacdes de cor e textura, com o objetivo de representar a diversidade fenotipica
associada aos diferentes compartimentos do sistema solo-raiz.
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Figura 14: Diversidade morfolégica de colbnias bacterianas isoladas de diferentes
compartimentos do sistema solo—raiz de Phaseolus vulgaris. As placas (A-O) ilustram
variagdes fenotipicas quanto a forma, tamanho, coloragdo, margem e elevagao das colbnias
obtidas em meio sélido, utilizadas como critério para selegdo de isolados e obtencao de

culturas puras.

O processo de isolamento resultou na obtencdo de coldénias com ampla
diversidade morfoldgica, evidenciada por diferengas em forma, tamanho, coloragéo,
margem, elevacdo e textura. Essa variabilidade indica a presenga de diferentes
grupos bacterianos na fragdo cultivavel do microbioma associado ao feijoeiro.
Observou-se maior diversidade visual de colénias nos compartimentos associados
diretamente a raiz e a rizosfera, sugerindo efeito seletivo do sistema radicular sobre a
comunidade microbiana. Esse padrao esta relacionado a liberagdo de exsudatos
radiculares, que favorecem o estabelecimento de microrganismos especificos nessas
regides. Os isolados obtidos foram submetidos a repicagens sucessivas até a
obtencdo de culturas puras e utilizados nas analises funcionais subsequentes,
permitindo a avaliagdo do potencial de microrganismos com aplicagdo como

bioinoculantes.

5.5. Microrganismos diazotréficos e potencial de fixagao biolégica de

nitrogénio
5.5.1 Quantificagao (NMP) em JNFB
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Figura 15: Quantificagdo de microrganismos diazotréficos cultivaveis em meio JNFB (MPN
mL™") nos diferentes compartimentos. (A) Tabela com os valores médios e respectivos
desvios-padrao da estimativa de NMP mL™" para cada compartimento. (B) Representacao
grafica das meédias (+ DP) de NMP mL™" em escala logaritmica. Barras representam a média
de trés replicatas biolégicas (n = 3) e as barras de erro indicam o desvio-padréo. Letras
distintas acima das colunas indicam diferenca estatisticamente significativa entre os

compartimentos, conforme teste de Tukey (p < 0,05).

A quantificagdo de microrganismos diazotroficos cultivaveis, estimada pelo
método do Numero Mais Provavel (NMP), revelou diferengas significativas entre os
compartimentos avaliados em meio JNFB. O compartimento R2 apresentou o maior
valor médio de NMP (3,77 x 108 MPN mL™), diferindo estatisticamente dos demais (p
< 0,05). Embora R1, RZ1, RZ2 e S pertengam ao mesmo grupo estatistico (letra "b"),
observa-se numericamente valores intermediarios em R1 (6,17 x 10" MPN mL™) e
RZ2 (1,20 x 108 MPN mL™), enquanto RZ1 (1,27 x 10°) e S (3,33 x 10°) apresentam

as menores magnitudes absolutas.

O R2 indica maior abundancia de bactérias diazotroficas. Esse resultado
sugere que as condicdes edaficas e a disponibilidade de exsudatos radiculares em R2
favorecem esses microrganismos (Baldani et al., 2014), por
apresentarem microambiente Umido/microaerdfilos com exsudatos ricos em

sacarose/manitol, condicdes ideais para diazotréficos selecionados pelo JNFb.

R1 e RZ2 apresentaram valores numericamente intermediarios, indicando
populacao consideravel de diazotréficos na regiéo e rizosfera, reforgando o ambiente
radicular como nicho favoravel a fixagao biolégica de nitrogénio. R1, mais aerébio e
com mucilagem rica em outros agucares, favorece grupos alternativos (Canarini et al.,
2019), enquanto RZ2 herda influéncia positiva de R2, rica em sacarose, substrato
ideal para JNFb (Galindo-Castafieda et al.,, 2024). RZ1 e S exibiram os menores
valores absolutos. A baixa densidade no solo associa-se a auséncia de exsudatos
ricos em C, aminoacidos e agucares da rizosfera (Naher et al., 2011). Para RZ1, pode
refletir estagio fisioldgico, microbiota local ou propriedades fisico-quimicas do
solo (Song et al., 2022).

A elevada variabilidade em R2 e S, refletida pelos altos desvios-padrao,
indica heterogeneidade do solo comum em ensaios de NMP (Ddébereiner et al., 1995).
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Como isolar e identificar bactérias diazotroficas de plantas ndo-leguminosas.). Ainda

assim, ambientes radiculares superam o solo nao rizosférico.

A estimativa do Numero Mais Provavel (NMP) de microrganismos cultivaveis
em meio LGI evidenciou diferengas significativas entre os compartimentos avaliados.
Os valores médios variaram de 1,07 x 10" a 1,02 x 10° MPN mL™", demonstrando

elevada densidade microbiana e ampla variagao entre as origens das amostras.

5.5.2 Quantificagao (NMP) em LGI
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Figura 16. Quantificagdo de microrganismos cultivaveis em meio LGl (MPN mL™") nos
diferentes compartimentos. (A) Tabela com os valores médios e respectivos desvios-padrao
da estimativa de Numero Mais Provavel (NMP mL™) para cada compartimento. (B)
Representagado grafica das médias (x DP) de NMP mL™ em escala logaritmica. As barras
representam a média de trés replicatas bioldgicas (n = 3) e as barras de erro indicam o desvio-
padréo. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca estatisticamente significativa

entre os compartimentos, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

O compartimento R2 apresentou o maior valor médio de NMP (1,02 x 10° MPN
mL™"), diferindo significativamente de R1, RZ1 e RZ2, mas semelhante ao S (letras
Tukey, p < 0,05). Isso indica que R2 e S abrigam populagdes adaptadas ao LGl,
ambiente com alto malato e baixo nitrogénio, mais abundantes em raizes basais e

solo oligotrofico do que em rizosferas competitivas (Baldani et al., 2005).
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O R1 e RZ2 apresentaram valores intermediarios de NMP (1,97 x 108 e 1,30
x 108 MPN mL™"), no mesmo grupo estatistico. O R1 contribui por mucilagem rica em
malato/glucose, enquanto RZ2 herda exsudatos persistentes da raiz secundaria,
ambos nichos estaveis para diazotréficos de vida livre (Bagwell et al., 1998). Esses
resultados indicam que tanto a regido quanto a rizosfera contribuem para a
manutencao de populagdes microbianas expressivas, embora em menor magnitude

gquando comparadas ao compartimento R2.

Por outro lado, o compartimento RZ1 apresentou o menor valor médio de NMP
(1,07 x 10" MPN mL™), diferindo significativamente de R2 e S. A menor abundancia
pode relacionar-se a competicao intensa por rizobios simbidticos, que sdo dominantes
da regiao apical, que nao apresentam bom crescimento em LGI, ou menor adaptacao
de diazotroéficos de vida livre ao malato acido do meio em RZ1 mais aerdbia e com

mucilagem fresca (Bagwell et al., 1998)

5.5.3 Comparacao JNFb x LGI

As diferencas observadas entre os valores de NMP obtidos nos meios JNFB
e LGl refletem o carater seletivo distinto de cada meio de cultivo e a possibilidade de
comparar diferentes dimensdes da comunidade microbiana associada ao solo e a
rizosfera. O meio JNFB, isento de nitrogénio mineral, foi empregado para estimar
especificamente o potencial funcional de microrganismos diazotréficos capazes de
fixar nitrogénio atmosférico (Baldani et al., 2014). Enquanto o meio LGl permite o
crescimento de uma comunidade microbiana mais ampla, menos seletivo, permitindo
avaliar a abundancia de microrganismos cultivaveis de forma mais ampla, incluindo
populagdes diazotroficas facultativas e microrganismos nao fixadores (Marin et al.,
1999). Dessa forma, a comparagao entre os dois meios possibilitou distinguir
ambientes com elevada densidade microbiana daqueles com maior potencial
funcional para a fixagdo bioldgica de nitrogénio, evidenciando que abundancia
microbiana e capacidade funcional nem sempre estdao diretamente associadas,
porque o JNFB quantificou a fragdo funcional capaz de fixar o nitrogénio, ja o LGI

refletiu a comunidade cultivavel de forma mais ampla.
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5.6. Caracterizagao do Rhizobium e condigoes experimentais

A utilizagéo de rizobios na agricultura tem como objetivo principal potencializar
a fixagdo biologica de nitrogénio, reduzindo a dependéncia de fertilizantes
nitrogenados. Para que esse processo ocorra de forma eficiente, € essencial que os
microrganismos apresentem elevada viabilidade nos substratos utilizados como
veiculos de inoculagdo. A turfa € amplamente empregada como carreador de rizobios,
sendo sua qualidade frequentemente associada a densidade de bactérias viaveis.
Dessa forma, nesta seg¢ao sao apresentados os resultados referentes a densidade de

Rhizobium em turfa, determinados por contagem de unidades formadoras de colbnias.
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Figura 17. Densidade de Rhizobium em turfa determinada por contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC g7"), obtidas em meio semissélido. Os dados foram

transformados em log;, € expressos como média + desvio-padrao (n = 3).

A formulacao do isolado turfoso apresentou alta densidade populacional de
Rhizobium, alcangando, aproximadamente, 10° células g™ de turfa. Esse valor atende
os requisitos minimos estabelecidos pela Instru¢ao Normativa MAPA n° 30/2010 para
inoculantes comerciais (= 102 UFC g™), garantindo viabilidade suficiente para
aplicacéao em sementes de feijoeiro. A concentragao de 10° células g™ obtida na turfa
€ adequada para garantir eficiéncia na nodulagao e fixacdo bioldégica de nitrogénio
(FBN) em P. vulgaris, especialmente quando associada as bactérias diazotroficas
isoladas da prépria rizosfera do feijoeiro. Estudos demonstram que inoculantes
turfosos com = 108 UFC g™ mantém viabilidade por até seis meses e promovem
acumulo de N superior em 20-40% em relagéo ao n&o inoculado (Barbosa et al., 2015).

A turfa esterilizada atua como excelente veiculo por sua capacidade de retencao de
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umidade e protecao das células bacterianas contra oscilagdes ambientais, permitindo
adesao eficiente as sementes durante o processo de infecgcdo (Hungria et al., 2015).
Além disso, a baixa variagdo observada entre as repetigdes sugere uniformidade na
distribuicdo das bactérias no substrato, o que é desejavel em formulagdes destinadas
a inoculacéo agricola. A homogeneidade populacional é um aspecto importante, pois
reduz variagdes na dose de microrganismos aplicados e aumenta a previsibilidade da

resposta das plantas inoculadas.

5.7. Parametros agronémicos

5.7.1. Crescimento vegetativo de plantas de feijao sob tratamentos bacterianos

Comprimento (cm)
Comprimento (cm)

CACR T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15 CA CR T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T4 T15
Tratamentos Tratamentos
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Figura 18: Crescimento vegetativo de plantas de feijao submetidas ao controle absoluto (CA),
controle relativo com Rhizobium (CR) e diferentes isolados bacterianos provenientes de
distintos compartimentos. (A) Altura das plantas; (B) comprimento da parte aérea; (C)
comprimento radicular. Barras representam média + desvio-padrdo. Médias seguidas por

letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para a altura das plantas (Figura A), o tratamento T2, isolado da RZ1,
apresentou a maior média, diferindo estatisticamente dos tratamentos T7 de RZ2 e
T11 de RZ2, que apresentaram os menores valores, enquanto os controles
permaneceram em grupos intermediarios. Em relagédo ao comprimento da parte aérea

(Figura B), o tratamento T10, proveniente de R2, destacou-se com valor
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significativamente superior ao controle relativo e a diversos outros tratamentos, ao
passo que T7, também de R2, apresentou o menor desempenho. Quanto ao
comprimento radicular (Figura C), o tratamento T1 de R1 promoveu maior
desenvolvimento das raizes, diferindo do controle absoluto e de varios isolados,
enquanto T11 da RZ2 apresentou o menor valor. De modo geral, observou-se ampla
variabilidade entre os tratamentos, com respostas distintas mesmo entre isolados

provenientes do mesmo compartimento.

Os resultados evidenciam que os isolados bacterianos exerceram influéncia
diferenciada sobre o crescimento vegetativo do feijoeiro, destacando-se,
principalmente, aqueles provenientes da rizosfera e de regides especificas da raiz. O
desempenho superior de T1 e T2 de R1, e de T10 de R2, sugere que bactérias
adaptadas as diferentes regides radiculares possuem maior capacidade de promover
crescimento. Esse efeito pode ocorrer por meio da producgao de fitorménios, aumento
da disponibilidade de nutrientes ou estimulo direto ao desenvolvimento radicular
(Bhattacharyya; Jha., 2012) refletindo a especificidade da interagdo planta—

microrganismo.

Isolados provenientes de RZ1 e de RZ2 também mostraram tendéncia a
promover crescimento, embora de forma menos consistente, enquanto isolados
provenientes diretamente do solo (S) apresentaram efeito mais limitado. Esses
achados estdo de acordo com estudos anteriores que relatam que PGPR (bactérias
promotoras de crescimento vegetal) afetam principalmente o desenvolvimento
radicular (Vessey, 2003), podendo modular o crescimento da parte aérea

secundariamente.

A superioridade de alguns isolados em relagédo ao controle relativo, inoculado
com Rhizobium, indica que microrganismos nativos podem apresentar potencial igual
ou superior ao inoculante simbidtico convencional, especialmente no estimulo ao
crescimento da parte aérea e radicular. Em contrapartida, tratamentos como T7 e T11
apresentaram desempenho inferior, evidenciando que nem todos os isolados exercem
efeito promotor, podendo ocorrer auséncia de compatibilidade planta—bactéria ou

baixa eficiéncia metabdlica.

Em termos de biomassa fresca, a aplicagdo dos diferentes isolados

bacterianos influenciou significativamente a producdo de biomassa das plantas de
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feijao, tanto na parte aérea (F = 2,119; p = 0,0227) quanto no sistema radicular (F =
5,419; p < 0,0001). A analise de variancia (ANOVA) indicou diferengas globais entre
todos os tratamentos, incluindo os controles e os isolados, mas nao especificou quais

tratamentos se diferenciavam individualmente.

5.7.2. Producao de biomassa fresca e seca de plantas de feijao
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Figura 19: Producao de biomassa fresca de plantas de feijao submetidas ao controle absoluto
(CA), controle relativo com Rhizobium (CR) e diferentes isolados bacterianos provenientes de
distintos compartimentos. (FD) massa fresca da parte aérea; (E) massa fresca radicular,
massa seca da parte aérea (F); massa seca radicular (G). Barras representam média + desvio-
padrdo. Médias seguidas por letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

No teste de Tukey, a massa fresca da parte aérea (Figura D) nao apresentou
diferencas estatisticas entre os tratamentos, mesmo com a significancia global
apontada pela ANOVA, indicando que os isolados bacterianos avaliados ndo foram
suficientes para promover aumento significativo da biomassa aérea em relagao aos

controles.
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Por outro lado, a massa fresca radicular (Figura E) evidenciou respostas
diferenciadas entre os tratamentos. O controle absoluto (CA) apresentou a maior
meédia, diferindo estatisticamente de diversos isolados, incluindo T7 (regido 2), T11 e
T12 (rizosfera 2) e T13, T14 e T15 (regi&o 1), que apresentaram os menores valores.
Os demais tratamentos ocuparam médias intermediarias, indicando efeitos

contrastantes sobre o acumulo de biomassa radicular.

A menor biomassa radicular observada em alguns tratamentos pode estar
relacionada a competigao inicial por nutrientes entre a planta e os microrganismos ou
a baixa compatibilidade entre certos isolados e a planta hospedeira, possivelmente
decorrente de diferencas na seletividade dos exsudatos radiculares, que favorecem o
estabelecimento de algumas bactérias em detrimento de outras (Badri; Vivanco,
2009). Além disso, a origem dos isolados parece influenciar diretamente sua
capacidade de estimular o desenvolvimento radicular, sendo que isolados
provenientes de regides menos ativas na absor¢ao inicial ou do solo (S) apresentaram

efeito mais limitado.

Os isolados T1 e T2, provenientes da regido 1 da raiz (coifa, R1), e o isolado
T10, da regido 2 das raizes secundarias (R2), destacaram-se no estimulo ao
crescimento radicular, indicando que bactérias adaptadas as regides radiculares
especificas possuem maior capacidade promotora. Os isolados provenientes da
rizosfera (RZ1 e RZ2) também apresentaram efeito positivo, porém, menos

consistente, reforcando a especificidade das interacdes planta—bactéria.

Em relacdo a massa seca, a ANOVA da parte aérea (Figura F) n&o revelou
efeito significativo dos tratamentos bacterianos (F = 0,6514; P = 0,8252), e o teste de
Tukey confirmou que todas as médias pertencem ao mesmo grupo. Ou seja, 0s
isolados testados ndo foram capazes de aumentar a produg¢ao de biomassa seca da

parte aérea acima dos controles.

Ja a massa seca radicular (Figura G) apresentou efeito significativo (F = 4,318;
P < 0,0001), com destaque para os isolados T4 e T10, que acumularam maior
biomassa seca nas raizes em comparacao a T7, T11 e T12. Esse padrao evidencia
que determinados bioinsumos podem atuar de forma localizada, estimulando o

crescimento radicular mesmo quando nao ha incremento na parte aérea.
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O comportamento observado sugere que os efeitos de bioinsumos
bacterianos se manifestam preferencialmente no sistema radicular, promovendo
absorcao de agua e nutrientes e fortalecendo a saude da planta antes de refletirem
no crescimento da parte aérea (Solusolo, 2025). A auséncia de efeito significativo na
parte aérea pode ser explicada pelo estagio de desenvolvimento das plantas,
intensidade do estimulo microbiano ou complexidade das interagdes microbioldgicas

envolvidas.

De maneira geral, os resultados demonstram que a promog¢ao do crescimento
vegetal por bioindculos é localizada e especifica, sendo essencial considerar tanto a
origem dos isolados quanto a regido da raiz de onde sdo extraidos. A sele¢ao
criteriosa de estirpes com real capacidade promotora torna-se fundamental para o
desenvolvimento de bioinoculantes eficientes e com potencial de aplicagcéo pratica na

cultura do feijao.

5.7.3. Nodulagao em plantas de feijao submetidas aos tratamentos bacterianos
H 150 - I 40 =

30 4

-

Peso dos Nédulos (mg)
N° de nédulos (Unidade)
n
-]

-
o
1

CACR T T2 T3 T4 TS T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12T13 T4 T15 CACR TI T2 T3 T4 T5 76 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14T15
Tratamentos Tratamentos

Figura 20. Prancha dos parametros relacionados a nodulagao em plantas de feijao submetidas
a diferentes tratamentos: H - nimero de nddulos (unidades); | - peso dos nddulos (g). Valores
apresentados como médias + desvio padrdo. Letras acima das barras indicam diferencas

significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A nodulacéao das plantas de feijao, avaliada por meio do peso (Figura 20H) e
do numero de nodulos (Figura 20l1), apresentou variagdes entre os tratamentos em

funcao da origem das bactérias co-inoculadas com Rhizobium.
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Na Figura 20H (peso dos nddulos), observa-se que o tratamento com
inoculagao exclusiva de Rhizobium (CR) apresentou o maior acumulo de massa
nodular, evidenciando alta eficiéncia simbidtica. Em relagdo aos tratamentos co-
inoculados, destaca-se o T14 (bactérias da regido 1), seguido do T10 (rizosfera 2),
que apresentaram os maiores valores dentro desse grupo. Esses resultados sugerem
que isolados provenientes da regido 1 e da rizosfera 2 possuem maior potencial de

interagéo positiva com o Rhizobium, favorecendo o desenvolvimento dos nodulos.

Por outro lado, os menores valores foram observados nos tratamentos T6
(bactérias do solo) e T7 (bactérias da regiao 2), indicando que esses isolados podem
nao contribuir de forma eficiente para o incremento da nodulagao ou até competir com
0 Rhizobium. De modo geral, os tratamentos com bactérias da rizosfera 1 (T1-T3) e
do solo (T4-T6) apresentaram desempenho intermediario, sem ganhos expressivos

em relagao ao controle com Rhizobium.

Na Figura 20l (numero de nodulos), o comportamento foi semelhante ao
observado para o peso. O tratamento CR novamente apresentou o maior numero de
nodulos, reforcando a eficiéncia da inoculagédo isolada. Entre os tratamentos co-
inoculados, os maiores valores foram observados em T14 (regido 1) e T10 (rizosfera
2), indicando consisténcia no desempenho desses isolados em ambos os parametros
avaliados. Isso sugere que esses microrganismos nao apenas favorecem a formagao

de nddulos, mas também contribuem para o seu desenvolvimento.

Em contrapartida, os menores valores de numero de ndodulos foram
registrados em T6 e T7, corroborando os resultados observados para o peso nodular
e indicando baixa eficiéncia desses isolados na promoc¢ao da nodulagdo. Os demais
tratamentos apresentaram valores intermediarios, sem diferengcas marcantes entre os

grupos de origem.

Apesar das diferengas numéricas observadas, todos os tratamentos foram
agrupados estatisticamente na mesma classe pelo teste de Tukey (p < 0,05),
indicando auséncia de diferenga significativa. A auséncia de diferengas significativas
entre os tratamentos co-inoculados pode ser explicada pela dependéncia das
interacdes entre os microrganismos e as condi¢cdes experimentais, uma vez que a
coinoculagdo nem sempre resulta em incrementos na nodulagdo (Hungria et al.,
2013).
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6.CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que o sistema solo—planta
apresenta uma clara compartimentalizagao microbiana, com diferencas estruturais e
funcionais bem definidas entre os compartimentos solo, rizosfera e raiz. Essa
organizagao espacial do microbioma reflete a influéncia direta do hospedeiro vegetal
e das caracteristicas ambientais de cada compartimento, resultando em comunidades

bacterianas com perfis ecoldgicos distintos.

A raiz destacou-se como o compartimento com maior capacidade de selecéo
microbiana, abrigando comunidades bacterianas mais semelhantes entre si, porém,
metabolicamente mais ativas e funcionalmente especializadas. Esse padrao reflete
um processo de filtragem biologica exercido pela planta, favorecendo microrganismos
metabolicamente compativeis com o hospedeiro, especialmente aqueles estimulados

pelos exsudatos radiculares.

Por sua vez, a rizosfera apresentou caracteristicas intermediarias,
funcionando como uma zona de transigdo ecolégica com maior heterogeneidade
microbiana e atividade metabdlica moderada, refletindo a influéncia simultanea das
propriedades do solo e da raiz. Esse ambiente favorece a coexisténcia de diferentes
grupos microbianos, contribuindo para a formagdo de uma comunidade dinamica e

funcionalmente diversificada.

O solo, por outro lado, apresentou maior riqueza taxonémica e elevada
diversidade microbiana, configurando-se como um reservatorio de microrganismos.
Entretanto, apesar dessa elevada diversidade, a atividade metabdlica observada
nesse compartimento foi relativamente menor, possivelmente em fungao da auséncia

de aporte direto de exsudatos radiculares e da maior heterogeneidade ambiental.

Na avaliagcdo agrondmica, os isolados bacterianos apresentaram efeitos
especificos sobre o crescimento do feijoeiro, com maior impacto no sistema radicular.
Destacaram-se os isolados T1, T2 e T10, que promoveram maior desenvolvimento
radicular e acumulo de biomassa, indicando potencial para favorecer a absorcao de
agua e nutrientes. Nao foram observadas diferengas significativas na biomassa da

parte aérea, possivelmente em funcao do estagio de desenvolvimento das plantas.

Em relacdo a nodulacdo, ndo houve diferengas estatisticas entre os

tratamentos; contudo, T14 e T10 apresentaram tendéncia de melhor desempenho em
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associagao com Rhizobium. De modo geral, os resultados evidenciam o potencial de
isolados oriundos de nichos radiculares especificos para aplicagdo como

bioinoculantes.

De forma integrada, os resultados demonstram que o feijoeiro exerce forte
influéncia na  estruturagdo de seu microbioma, promovendo uma
compartimentalizacao clara das comunidades bacterianas entre solo, rizosfera e raiz.
Essa organizacdo esta associada as diferengas no potencial funcional das
comunidades e a processos ecologicos importantes, como ciclagem de nutrientes,
promogao do crescimento vegetal e interagdes simbidticas. Assim, os achados
fornecem bases cientificas para a selegdo de microrganismos compativeis com a
cultura e para o desenvolvimento de bioinsumos voltados a sistemas agricolas mais

eficientes e sustentaveis.
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