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RESUMO

A rizosfera se destaca por abrigar uma diversidade de microrganismos, sendo a regiao onde as
plantas recrutam e nutrem microrganismos do solo que, em resposta, secretam vitaminas €
estimulantes de crescimento para as plantas. A domesticagdo e o melhoramento das culturas,
aliados a conversdo de sistemas naturais em agricolas, podem ter prejudicado as interagdes
benéficas entre plantas e microrganismos. Diante disso, estudos sobre o microbioma de culturas
importantes, como o feijao-caupi, podem ajudar na compreensao dos processos de formagao e
organizac¢ao das comunidades microbianas, trazendo avangos para programas de melhoramento
genético e a produgdo agricola. O objetivo deste estudo foi caracterizar o microbioma associado
a rizosfera de genotipos geneticamente distintos de feijdo-caupi. Para isso, foi avaliado o
relacionamento genético por meio de marcadores ISSR e o sequenciamento do microbioma da
rizosfera. Os genoétipos avaliados foram: duas cultivares biofortificadas em ferro e zinco (BRS
Aracé ¢ BRS Tumucumaque), uma linhagem (MNC 03-720-C-31) e duas variedades
comumente utilizadas por agricultores familiares no estado do Ceara (Pingo de Ouro e Bengala).
Os marcadores ISSR permitiram a separacao dos gendtipos em dois grupos distintos. O grupo
1 foi composto pelas variedades Pingo de Ouro e Bengala. O grupo 2 pelos cultivares BRS
Tumucumaque e BRS Aracé e a linhagem MNC 03-720-C-31. Para riqueza e diversidade
microbiana, observou-se diferenca estatistica entre os genotipos, sendo os maiores valores para
a variedade Bengala e no cultivar BRS Aracé. Os gendtipos de feijao-caupi apresentaram uma
comunidade bacteriana semelhante na rizosfera, mas com o enriquecimento de grupos
microbianos diferentes em cada gendtipo. Por outro lado, nao foi observado diferenga estatistica
significativa entre os gendtipos quanto estruturas das comunidades. A analise das interagdes
microbianas revelou alteragdes na complexidade das redes, sendo que os genotipos Pingo de
Ouro e BRS Tumucumaque apresentaram maior nimero de interagdes. A maior parte das
interacdes microbianas observadas para o cultivar BRS Aracé foi positiva. Em relagdo ao perfil
funcional das comunidades microbianas, observou-se que os gendtipos BRS Tumucumaque,
MNC 03-720-C-31 e Pingo de Ouro apresentaram maior abundancia de grupos relacionadas a
fixagdo biologica de nitrogénio. Assim, conclui-se que o melhoramento do feijao-caupi nao
impacta significativamente a riqueza, diversidade e estrutura da comunidade microbiana, mas

pode alterar a composic¢ao, as interagdes e as fun¢des dos grupos bacterianos.

Palavras-chave: microbioma do solo; melhoramento genético; interagao planta-microrganismo.



ABSTRACT

The rhizosphere stands out for harboring a diverse range of microorganisms and is the region
where plants recruit and nourish soil microbes that, in return, secrete vitamins and growth
stimulants beneficial to plants. Crop domestication and breeding, along with the conversion of
natural systems into agricultural ones, may have impaired these beneficial plant—microbe
interactions. In this context, studies on the microbiome of important crops, such as cowpea, can
help in understanding the processes involved in the formation and organization of microbial
communities, contributing to advances in plant breeding programs and agricultural production.
This study aimed to characterize the microbiome associated with the rhizosphere of genetically
distinct cowpea genotypes. The genetic relationship was assessed using ISSR markers and the
microbiome was sequenced. The genotypes evaluated were: two biofortified cultivars enriched
in iron and zinc (BRS Aracé and BRS Tumucumaque), one breeding line (MNC 03-720-C-31),
and two varieties commonly used by smallholder farmers in the state of Ceara (Pingo de Ouro
and Bengala). The ISSR markers allowed the separation of genotypes into two distinct groups.
Group 1 included the varieties Pingo de Ouro and Bengala, while Group 2 comprised the
cultivars BRS Tumucumaque and BRS Aracé and the breeding line MNC 03-720-C-31.
Statistical differences in microbial richness and diversity were observed among genotypes, with
the highest values found in the variety Bengala and the cultivar BRS Aracé. The cowpea
genotypes showed similar bacterial communities in the rhizosphere, but with different microbial
groups enriched in each genotype. However, no significant statistical differences were observed
among genotypes in terms of community structure. Microbial interaction analysis revealed
differences in network complexity, with genotypes Pingo de Ouro and BRS Tumucumaque
showing a greater number of interactions. Most of the microbial interactions observed in the
cultivar BRS Aracé were positive. The functional profile of microbial communities of the
genotypes BRS Tumucumaque, MNC 03-720-C-31, and Pingo de Ouro showed a greater
abundance of groups related to biological nitrogen fixation. Concluded that cowpea breeding
does not significantly affect the richness, diversity, or structure of the microbial community but

may influence the composition, interactions, and functions of bacterial groups.

Keywords: soil microbiome; plant breeding; plant—-microorganism interaction.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos desempenham papéis cruciais para a fertilidade do solo,
sequestro de carbono e na ciclagem de nutrientes no solo (FIERER, 2017). Na decomposi¢ao
da matéria organica estdo envolvidos na quebra de compostos organicos complexos resultando
na liberacdo de nutrientes que sdo absorvidos pelas plantas (GRYTA; FRAC; OSZUST, 2020).
A rizosfera ¢ a regido do solo ao redor das raizes onde ocorre a interagao das plantas com os
microrganismos (DINI-ANDREOTE, 2020), sendo uma area afetada pelo metabolismo das
plantas (CHAUHAN et al., 2023). Essa interagdo ocorre por meio do recrutamento de
microrganismos do solo através da exsudacdo de carbono, compostos bioativos e de nutrientes
(DINI-ANDREOTE, 2020). Os microrganismos utilizam esses exsudatos ricos em carbono
como fonte de energia (VANDENKOORNHUYSE et al., 2015). Por meio dos exsudatos, as
plantas se comunicam com o0s microrganismos para melhorar a aquisicdo de nutrientes,
aumentar a tolerancia a estresses abioticos e bidticos, melhorando o desempenho de forma geral
(ARAUJO et al., 2025). Diante disso, a interacdo de planta com microrganismos ¢ essencial
para o funcionamento do ecossistema (CHAUHAN et al., 2023).

O desenvolvimento da agricultura através da domesticac¢ao de culturas importantes
(GOPAL; GUPTA, 2016), aliada a transicdo de sistemas naturais para agricolas, pode ter
alterado as interagdes benéficas entre plantas e microrganismos (PEREZ-JARAMILLO;
MENDES; RAAIJMAKERS, 2016). Plantas selvagens evoluiram selecionando e recrutando
microrganismos benéficos do solo (GOPAL; GUPTA, 2016). Entretanto, essa associac¢do foi
alterada durante a domesticagdo e melhoramento das plantas cultivadas, pois, tradicionalmente,
as plantas tém sido melhoradas alterando o fenotipo, mas com pouca consideracdo das
interagdes com os organismos ao seu redor (WEI; JOUSSET, 2017). Entretanto, identificar
evidéncias que comprovem e expliquem as mudangas no microbioma da rizosfera atribuidas a
domesticacao ou melhoramento de plantas ¢ dificil, pois ha varios fatores que podem influenciar
a composi¢ao do microbioma, como espécie, gendtipo, estagio de desenvolvimento, exsudatos
radiculares, tipo de solo e manejo da cultura (DWIVEDI et al., 2025).

Albuquerque et al. (2022) avaliaram comunidades bacterianas de duas linhagens
africanas e duas cultivares de feijao-caupi, geneticamente relacionadas para avaliar o efeito do
melhoramento. Os resultados nao constataram diferencas na diversidade da comunidade
bacteriana na rizosfera entre os gendtipos, mas houve o enriquecimento de grupos microbianos
especificos e espécies-chave. Dessa forma, os autores observaram que, apesar da relagao

genética entre os genotipos, o processo de melhoramento genético afeta a comunidade da
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rizosfera, reduzindo a complexidade das interacdes entre os grupos. Recentemente, Brito et al.
(2025a) avaliaram o impacto do melhoramento genético em comunidades bacterianas de
diferentes gendtipos de feijado-fava (Phaseolus lunatus), utilizando dois genotipos parentais e
duas geragoes segregantes. O estudo demonstrou que o melhoramento de feijao-fava alterou a
estrutura das comunidades bacterianas, principalmente nas geracdes mais avancadas. Além
disso, os autores observaram uma redu¢do na similaridade microbiana em comparagdo aos
genotipos parentais, além de uma intensificacdo das interacdes de taxons especificos na
rizosfera, resultando em uma rede microbiana mais complexa influenciada pelo melhoramento
da espécie.

Diante disso, embora a importancia do microbioma da planta no funcionamento do
ecossistema das plantas seja reconhecida, abordagens tradicionais de melhoramento de plantas
ndo levam em considera¢do o seu microbioma (MENDES et al., 2018). Assim, compreender os
processos de formacao e organizagdo das comunidades microbianas associadas as raizes pode
trazer avangos significativos para futuros programas de melhoramento genético. Dessa forma,
estudos que envolvam o microbioma associado a culturas de grande relevancia agricola, como
o feijdo-caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.), podem oferecer novas perspectivas para o
melhoramento genético e a producao agricola. Assim, levanta-se a hipotese de que as diferencas
no genoma de plantas melhoradas de feijao-caupi exercem uma pressdao seletiva sobre o
microbioma. Este estudo esta associado aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
das Nag¢des Unidas (2016) namero 15, intitulado “Vida Terrestre”, que visa promover o uso

sustentavel dos ecossistemas terrestres e a conservacao da biodiversidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Caracterizar o microbioma associado a rizosfera de genétipos geneticamente

distintos de feijao-caupi.

2.2. Objetivos especificos
1. Realizar a caracterizagdo genética dos genoétipos de feijao-caupi.

2. Caracterizar o microbioma de gendtipos tradicionais e melhorados de feijdo-caupi.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Feijao-caupi: caracteristicas gerais, producao e aspectos benéficos

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp) é uma leguminosa (Fabaceac)
originaria da Africa, que foi introduzida no Brasil pelos colonizadores portugueses,
inicialmente no estado da Bahia e posteriormente disseminada para outros estados do pais
(FREIRE FILHO, 1998). Trata-se de uma planta diploide (2n = 22) com genoma estimado em
620 Mbp (Megabase pairs) (BOUKAR et al., 2019). Devido ao seu alto indice de
autofecundagdo (> 95%), apresenta uma base genética estreita (BOUKAR et al., 2020). A
autofecundacdo ¢ facilitada devido aos 6rgdos reprodutivos serem bem protegidos pelas pétalas,
ocorréncia de protoginia e de cleistogamia (FREIRE FILHO; RIBEIRO, 2023). Embora
apresente baixa taxa de cruzamento natural, que varia em fun¢do do ambiente e do genotipo,
ainda assim tem permitido a geragdo de um elevado numero de materiais genéticos distintos
(FREIRE FILHO; RIBEIRO, 2023), compondo o germoplasma nacional. O germoplasma
brasileiro atualmente ¢ composto por materiais tradicionais (crioulas, tradicionais) e
melhorados (cultivares e linhagens) (FREIRE FILHO et al., 2011).

O feijdo-caupi apresenta materiais genéticos com habitos de crescimento
determinado ou indeterminado, podendo apresentar porte ereto, semiereto, semiprostrado e
prostrado (IBPGR, 1983). Apresenta uma raiz principal robusta, com raizes laterais bem
desenvolvidas (NGALAMU; ODRA; TONGUN, 2015). O caule pode ser liso, estriado, com
pelos e pigmento roxo; a folha ¢ composta e contém dois foliolos laterais assimétricos € um
foliolo terminal simétrico (DO VALE et al., 2017). A inflorescéncia pode ser simples ou
composta, com flores que podem variar a cor entre branco, rosa e violeta (DO VALE et al.,
2017). As vagens podem ser classificadas conforme o crescimento, podendo ser acima, entre
ou abaixo da folhagem (NGALAMU; ODRA; TONGUN, 2015). A cor, tamanho e forma das
vagens e sementes variam de acordo com o gendtipo. Além disso, a cor do tegumento possui
uma ampla variabilidade de cores, podendo apresentar uma cor uniforme ou mais de cor, textura
liso ou rugoso, apresentar brilho ou opacidade (COSTA, 2023).

Trata-se de uma planta anual, de ciclo curto, tolerante a condi¢cdes de baixa
disponibilidade hidrica, solos de baixa fertilidade (ARAUJO et al., 2019¢) e regides de altas
temperaturas (CAMARA et al., 2018), ¢ capaz de realizar associagdo simbiotica com bactérias
fixadoras de nitrogénio (JI et al., 2019), contribuindo para o aumento da disponibilidade de

nitrogénio no solo (NKOMO; SEDIBE; MOFOKENG, 2021). Essas caracteristicas a tornam
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uma cultura de grande importancia social e economica (SILVA et al., 2019) amplamente
cultivada na Africa, na América do Sul, na Asia e nos Estados Unidos (XIONG et al., 2016).

No Brasil, sua produgao e relevancia concentram-se na regido Nordeste, sendo uma
importante fonte de alimento e renda para as familias locais (ARAUJO et al., 2019¢). De acordo
com a Conab (2024), o Brasil possui atualmente cerca de 1,2 milhdes de hectares plantados
com feijdo-caupi, com uma producao total de 691,8 mil toneladas nas trés safras do ano de
2023/24. Os principais produtores estao nas regioes Nordeste e Centro-Oeste, com destaque
para o estado da Bahia (156,7 mil toneladas) e o Ceara (120,4 mil toneladas), seguidos pelo
estado do Mato Grosso (101,6 mil toneladas). Esses dados mostram como o investimento ¢ a
valorizacdo dessa cultura estd se expandindo para outros estados. Isso ocorre, principalmente,
devido a boa adaptacao do feijdo-caupi as condigdes edafoclimaticas dessas regides (CAMARA
et al., 2018), ao desenvolvimento de novas cultivares e ao uso da tecnologia.

O feijao-caupi pode ser comercializado na forma de grdos secos, graos imaturos e
sementes (SILVA et al., 2018). Embora o consumo do grao seco seja 0 mais comum, outras
estruturas do feijao-caupi também podem ser consumidas, como as vagens verdes e as folhas
(PASQUET; FELEKE; GEPTS, 2021),além do uso das sementes para preparo de farinhas
(SILVA et al., 2018). O feijao-caupi apresenta um alto valor nutritivo, contendo em sua
composi¢do carboidratos (63%), proteinas (25%), fibras alimentares, minerais (Fe e Zn) e
vitaminas (folato, tiamina e riboflavina) e baixo teor de gordura (1,5%) (OLIVEIRA et al., 2021;
XIONG et al., 2016). A composi¢ao quimica e as propriedades nutricionais variam conforme o
cultivar (SILVA et al., 2019). Os cultivares BRS Jurud, BRS Aracé, BRS Xiquexique e BRS
Tumucumaque sdo biofortificados ricos em ferro e zinco (FREIRE FILHO et al., 2011).
Portanto, o consumo diario de feijao-caupi pode ser uma excelente adicao a dieta, contribuindo
para suprir as necessidades de macro e micronutrientes (SILVA et al., 2019), sendo um
importante aliado no combate a fome oculta ou desnutrigao.

O fejdo-caupi € capaz de interagir e estabelecer relagcdes benéficas com bactérias
fixadoras de nitrogénio (MELO et al., 2022). Essas bactérias pertencem ao filo Proteobacteria,
e alguns dos géneros capazes de realizar essa simbiose incluem Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium e Mesorhizobium (MUKHTAR et al., 2020). Estudos mostram que o feijao-caupi
também estabelece interagdes benéficas com bactérias de outros filos, como Bacteroidetes,
Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Chloroflexi e Planctomycetes (ARAUJO et al.,
2019a; LEITE et al., 2017). A interagdo entre o feijdo-caupi e esses microrganismos ¢
importante para a saide e sobrevivéncia da planta, pois essas bactérias estdo envolvidas na

promocao do crescimento vegetal, resisténcia ao estresse ambiental, aumento da formagao de
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noédulos e protecao contra patogenos (HASSEN et al., 2025).

3.2. Interacio entre plantas e microrganismos

O solo ¢ um ecossistema que abriga elevada diversidade de bactérias, archaea, virus,
fungos e protozodarios, compondo o microbioma do solo (JANSSON; HOFMOCKEL, 2020).
Esses microrganismos desempenham um papel fundamental na formagao do solo, na supressao
de patogenos, na solubilizagdo e na aquisicdo de nutrientes (KUMAR; DUBEY, 2020). O
microbioma pode ser estudado a partir do solo (bulk e rizosférico), rizosfera (endorizosfera,
rizoplano e ectorizosfera), e estruturas vegetais (filosfera e sementes). O bulk soil é a regido
que ndo ¢ influenciada diretamente pela exsudacdo das raizes das plantas (ROUT, 2014). A
rizosfera ¢ a regido influenciada diretamente pela exsudacdo das raizes das plantas
(VANDENKOORNHUYSE et al., 2015). A endorizosfera refere-se a regido do cortex daraiz e
a endoderme (BRAHMAPRAKASH et al., 2017). O rizoplano refere-se a superficie das raizes
das plantas (ROUT, 2014), colonizado por microrganismos firmemente aderidos a superficie
das raizes (VANDENKOORNHUYSE et al., 2015). A ectorizosfera ¢ a regido ao redor da raiz
(LYNCH; LElJ, 2012), se estendendo do rizoplano até o solo (BRAHMAPRAKASH et al.,
2017). A filosfera refere-se a superficie das folhas das plantas (LIU; BRETTELL; SINGH,
2020).

Dentre os microrganismos encontrados no solo, as bactérias e os fungos geralmente
sdo predominantes, apresentando de 10%-10* mais biomassa que outros grupos (FIERER, 2017).
O tipo de solo influencia a composi¢dao dos microrganismos na rizosfera (MENDES et al., 2018),
J& que o recrutamento ocorre principalmente a partir do bulk soil (VANDENKOORNHUYSE
et al., 2015). Portanto, a dindmica do microbioma observada em um tipo de solo pode ndo ser
generalizavel para outros tipos de solo (BAKKER et al., 2015) ou espécies especificas de
plantas (ISLAM et al., 2020). Bergsma-Vlami, Prins, Raaijmakers (2005) estudaram a
diversidade de bactérias Pseudomonas spp. em quatro espécies diferentes de plantas (trigo,
beterraba, batata e lirio). Foi demostrado que algumas espécies de Pseudomonas foram
encontradas apenas na rizosfera especifica de cada espécie de planta. Inceoglu, Salles, Van Elsas
(2012) estudando a diversidade microbiana na rizosfera de oito gendtipos de batata em dois
tipos de solo diferentes demonstraram que o tipo de solo e o cultivar influenciaram a
comunidade microbiana da rizosfera. Nesse trabalho, os mesmos genotipos, quando cultivados
em solos diferentes apresentaram comunidades bacterianas distintas.

As raizes secretam exsudatos radiculares por meio de compostos organicos de baixo
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peso molecular ou por meio de moléculas ndo carregadas e polares, sendo secretado cerca de
5-21% do carbono fixado fotossinteticamente na forma de agticares soluveis, vitaminas, purinas,
fons inorganicos, acidos organicos e aminoacidos (KUMAR; DUBEY, 2020). Por isso, a
composi¢ao dos exsudados também pode influenciar a composi¢ao dos microrganismos na
rizosfera. Haichar et al. (2008) estudaram a rizosfera de quatro espécies de plantas (7riticum
aestivum, Zea mays, Brassica napus e Medicago truncatula) para identificar a influéncia dos
exsudatos radiculares na formac¢ao da comunidade microbiana. Os autores demonstraram, por
meio da técnica de marcagdo com isotopos estaveis (SIP), que os exsudatos radiculares das
espécies de plantas moldaram significativamente a estrutura da comunidade bacteriana na
rizosfera. Dessa forma, o gendtipo e o estagio de desenvolvimento da planta sdo fatores que
influenciam e moldam a estrutura da comunidade da rizosfera, variando de acordo com a
exsudagdo de nutrientes pelas raizes (PEREZ—JARAMILLO; MENDES; RAAIJIMAKERS,
2016).

Em relacdo aos tecidos vegetais, os microrganismos podem ser classificados como
epifitos e endofitos, facultativos ou obrigatorios. Os microrganismos que estdo aderidos
externamente aos tecidos da planta sdo chamados de epifitos (ROUT, 2014). Ja os
microrganismos que sdo capazes de penetrar nos tecidos sdo chamados de endofitos
(VANDENKOORNHUYSE et al, 2015). Os microrganismos presentes nas sementes
desempenham papéis importantes durante a germinagdo, desenvolvimento das plantulas e
crescimento das plantas (TRUYENS et al.,, 2014). Esses microrganismos podem ser
encontrados no tegumento, no cotilédone e no embrido (BERG; RAAIJIMAKERS, 2018). Além
de importantes habitantes das sementes, os microrganismos se proliferam a medida que as
sementes germinam no solo (MEENA et al., 2017), garantindo sua presen¢a em novas plantas
(TRUYENS et al., 2014), e contribuindo para a formac¢ao do microbioma na rizosfera.

Neste contexto, as interacdes entre plantas e microrganismos sao vantajosas para a
melhoria da saude das plantas e da producao agricola, pois 0 microbioma da rizosfera e das
sementes estdo envolvidas na promocdo do crescimento, no desenvolvimento € na
produtividade das plantas, sendo importante sua integragcdo na agricultura (SAMREEN et al.,
2021). Dessa forma, o melhoramento de plantas pode ser uma ferramenta importante na selegcao
de gendtipos que estabelegam interagdes fortes com microrganismos benéficos, oferecendo

novas perspectivas para uma produgdo agricola mais sustentavel.

3.3. Influéncia do melhoramento genético no microbioma do solo
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A domesticacdo de plantas pode ser caracterizada como sendo a modificagdo
genética de uma espécie selvagem para criar plantas que apresentem caracteristicas que
atendam as necessidades humanas (DOEBLEY; GAUT; SMITH, 2006). Esse processo tem sido
realizado desde o inicio da agricultura, a partir da selegdo de espécies e variedades que
apresentavam caracteristicas de interesse aos agricultores (BOREM; MIRANDA ; FRITSCHE-
NETO, 2021). A domesticagdo foi impulsionada pela selecdo humana, praticas de cultivo e o
surgimento de ambientes agricolas (SMYKAL et al., 2018). Um programa de melhoramento de
plantas tem por objetivo principal melhorar a adaptabilidade, estabilidade e produtividade das
plantas cultivadas, além de tornd-las mais resistentes a doengas e pragas, atendendo as
necessidades dos produtores (FREIRE FILHO; RIBEIRO, 2023).

Entretanto, a medida que os avangos na agricultura avangam, o uso constante e
exclusivo de genoétipos uniforme e muitas praticas agricolas levam ao estreitamento da
diversidade genética (JOSHI et al., 2023). Diante de cendrios de mudangas climaticas e perda
de diversidade genética, os desafios para producdo sustentdvel de alimentos estdo cada vez
maiores, sendo necessario encontrar solugdes para desenvolver novas plantas que atendam essa
demanda (PERSA; RIBEIRO; JARQUIN, 2021). Dessa forma, o melhoramento de plantas, que
jé trouxe avangos significativos para a produgdo agricola no passado, terd um papel ainda mais
relevante no futuro (BUERSTMAYR et al., 2022).

As plantas selecionam microrganismos benéficos como seus parceiros para o seu
desenvolvimento e essa associa¢ao pode ter sido prejudicada com o desenvolvimento e avango
da agricultura, principalmente durante o melhoramento de culturas (GOPAL; GUPTA, 2016).
Dessa forma, as primeiras alteracOes feitas nas comunidades microbianas da rizosfera
ocorreram de forma ndo controlada durante os processos de domesticacdo e melhoramento das
plantas (FARIA et al., 2021). Isso ocorreu porque, durante esses processos, as plantas foram
melhoradas alterando o fendtipo, mas sem considerar as interagdes com 0S microrganismos
(WEIL;, JOUSSET, 2017). Além disso, programas de melhoramento normalmente sdo
conduzidos em sistemas de monocultura com adubacdo e controle de patdgenos, o que minimiza
a contribuicdo do microbioma para o crescimento e a saude das plantas (PHILIPPOT et al.,
2013).

No caso do microbioma, estudos recentes mostram que o melhoramento genético
influencia as comunidades microbianas da rizosfera das plantas. Mendes et al. (2018) avaliaram
o impacto do melhoramento do feijado-comum para resisténcia de Fusarium oxysporum (Fox)
na composicao e no potencial metabdlico da comunidade microbiana. Para isso, foi avaliado

quatro cultivares que apresentavam diferentes niveis de resisténcia ao fungo. Os resultados
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mostraram diferengas significativas na composi¢do da comunidade microbiana, em que a
rizosfera do cultivar resistente apresentou maior abundancia das familias Pseudomonadaceae,
Bacillaceae, Solibacteraceae e Cytophagaceae. As andlises de rede revelaram uma topologia
modular do microbioma da rizosfera do cultivar resistente, sugerindo uma comunidade
bacteriana mais complexa e altamente conectada em comparacdo com a do cultivar suscetivel.

Kinnunen-Grubb et al. (2020) avaliaram o impacto do melhoramento genético do
trigo no microbioma da rizosfera apds a sua domesticagdo. Para isso, os autores utilizaram cinco
genotipos ancestrais do trigo, seis variedades locais e quatro cultivares modernas de trigo. Os
resultados mostraram diferencas significativas na composi¢do da comunidade microbiana de
cultivares modernas de trigo em comparagdo com variedades locais e os genotipos ancestrais.
Além disso, os autores observaram o enriquecimento exclusivo de diversos taxons em linhagens
modernas ou antigas de trigo, em que gendtipos antigos de trigo enriqueceram Acidobacteria e
Actinobacteria, enquanto cultivares modernos favoreceram OTUs de Candidatus
Saccharibacteria, Verrucomicrobia e Firmicutes.

Pérez-Jaramillo et al. (2017) avaliaram oito acessos de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), incluindo parentes selvagens, variedades locais e cultivares modernos, para avaliar o
efeito da domesticagdo ¢ do melhoramento por meio da fenotipagem das raizes e analise da
analise do microbioma. Os autores observaram um maior comprimento especifico da raiz nos
acessos silvestres. Além disso, observou-se que as diferencas na composi¢ao da comunidade
bacteriana entre os acessos silvestres € modernos estd associada as diferencas no comprimento
especifico de raiz.

Araujo et al. (2023) avaliaram o processo de domesticagdo em feijdo-fava
(Phaseolus lunatus) para bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPB). Foram
utilizados genoétipos selvagens e semi-domesticados, obtidos do Mexico, e um gendtipo
domesticado, obtido do Brasil (Piaui). Os autores ndo constataram diferenc¢a na diversidade de
PGPBs na rizosfera dos genotipos avaliados, mas ocorreu uma mudancga na composicao da
comunidade de PGPBs. Os resultados demonstraram que a domesticacdo do feijao-fava
influenciou a composi¢cdo e as interacdes dessas bactérias na rizosfera, recrutando géneros
especificos de PGPBs.

Diante desses resultados, € possivel concluir que o melhoramento vegetal influencia
principalmente a composi¢do taxondmica e as interagdes microbianas na rizosfera das plantas,
promovendo o recrutamento de microrganismos benéficos. Esses microrganismos sao
importantes no desenvolvimento e prote¢do das plantas, melhorando o seu desempenho e

produtividade. Dessa forma, melhoramento vegetal deve utilizar todas as ferramentas
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disponiveis, incluindo a identificagdo e exploracdo da diversidade genética disponivel
(SMYKAL et al., 2018). Para isso, é importante considerar o microbioma do solo na sele¢io de
genotipos, para melhorar caracteristicas das plantas ou modifica-las. Assim, analises do
microbioma tornam-se um passo inicial importante para obter uma compreensao mais profunda
das diferencas dependentes do gendtipo (BERG; RAAIJIMAKERS, 2018). Por isso, a selecdo e
o melhoramento de plantas associados a microrganismos benéficos as plantas sdo uma
estratégia promissora no desenvolvimento de uma nova geragao de plantas melhoradas em
conjunto com os microrganismos (COMPANT et al., 2019), com potencial de gerar uma ampla
variedade de novos fenotipos (WEIL; JOUSSET, 2017). Isso pode facilitar o desenvolvimento
de novas cultivares que sejam capazes de enfrentar desafios, como as mudangas climaticas, o

desenvolvimento demografico e a demanda crescente por produgdo sustentavel (COMPANT et

al., 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacio do material genético vegetal

Foram avaliados cinco gendtipos geneticamente distintos de feijdo-caupi (Figura 1
e Tabela 1), incluindo duas cultivares biofortificadas em ferro e zinco (Figura 2) (ROCHA et
al., 2014), linhagem MNCO03-720C-31 desenvolvida pela Embrapa Meio-Norte (Cruzamento
entre MNCO01-625D-10-2 x TE99-499-1F-2-1), e duas variedades comumente utilizadas por
agricultores familiares no estado do Ceara (Pingo de Ouro e Bengala). As sementes utilizadas
foram fornecidas pelo Banco Ativo de Germoplasma de feijdo-caupi, mantido pela

Universidade Federal do Ceara (UFC).

Figura 1 - Genotipos de feijao-caupi.

BRS Tumucumagque MNC 03-720-C-31 Pingo de Ouro Bengala

Fonte: autor, 2024.

Tabela 1 - Caracteristicas dos genotipos de feijao-caupi.

i Floragdo Ciclo Corda Corda Formada Cordo Forma
Genotipos Porte?
(dias)  (dias) flor! vagem® vagem®  grio’  do grio®

Bengala 46 87 Vi Spr Am Ca Ma Re

Pingo de Ouro 42 88 Vi Spr Rx Rc Ma Rb

BRS Aracé 41 69 Br Spr Rx Cc Ve Ov

BRS Tumucumaque 36 88 Br Se Rx Ra Br Re

MNC 03-720-C-31 45 58 Br Er Rx Cc Br Ov

' Vi: violeta; Br: branca. 2 Spr: semiprostrado; Se: semiereto; Er: ereto. > Am: amarela; Rx: roxa. 4 Ca: curva
achatada; Re: reta cilindrica; Cc: curva cilindrica; Ra: reta achatada. > Ma: marrom; Ve: verde; Br: branco. ¢ Re:

reniforme; Rb: romboide; Ov: ovoide.
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Figura 2 - Genealogia dos cultivares (A) BRS Tumucumaque e (B) BRS Aracé.
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Fonte: FREIRE FILHO et al. (2023).

Para cada genotipo, foram utilizadas 15 g de sementes, que foram previamente
congeladas com nitrogénio liquido e, posteriormente, moidas no equipamento Moinho
Misturador MM 400 (© Retsch GmbH), utilizando um jarro de moagem de 50 mL e uma esfera
de 25 mm, programado para uma frequéncia de 30 Hz por 1 min. Apds a moagem, as amostras
foram transferidas para microtubos de 2 mL e armazenadas a -20 °C até a extragdo de DNA.
Para a extracdo do DNA das sementes, foi utilizado o kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega, USA), seguindo as instrugdes do fabricante. A qualidade e concentracdo de DNA
foram verificadas por meio do espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA).
A integridade do DNA verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%.

A caracterizagdo genética foi realizada por meio de PCR utilizando primers do tipo
ISSR. As concentragdes dos reagentes utilizadas para o volume final de 20 pL foram: tampao
da PCR 1X; MgCl; 2 mM; dNTP 0,2 mM; 1U Taq DNA polimerase; 0,8 uM de primer; 30 ng
de DNA; e agua ultrapura para completar o volume final. As amostras foram amplificadas em
termociclador (Applied Biosystems, modelo Veriti 96 — Well Thermal Cycler) nas seguintes
etapas: (I) desnaturacdo inicial do DNA a 94 °C por 5 minutos; (II) 40 ciclos a 94 °C por 1
minuto; anelamento durante 30 segundos a temperaturas especificas para cada primer; extensao
por 1 minutos a 72 °C; e (III) extensdo final do DNA por 10 minutos a 72 °C. Os produtos de
reacOes de ISSR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 1% (m/v), com
uma tensdo de 110 V por 60 minutos. A visualizagdo de cada gel foi realizada com

fotodocumentador L-PIX Chemi (Loccus).
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4.2. Avalia¢ao do microbioma associado a rizosfera

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na sede da Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceard para coleta de amostras de solo rizosférico. O solo
utilizado para o cultivo do feijao-caupi foi coletado no campo experimental de horticultura da
Universidade Federal do Ceara (UFC) (3°44°25”S e 38°34°36”W). Foram coletadas trés
amostras simples na profundidade de 0-20 cm foram coletadas para composi¢ao de uma amostra
composta. O delineamento experimento foi o inteiramente casualizado com trés repetigdes.
Utilizou-se vasos de plastico com capacidade para 3 litros, preenchidos completamente com o
solo. Em cada vaso, foram semeadas cinco sementes e, oito dias apOs a germinagao, as plantas
foram desbastadas, deixando duas plantas por vaso. A irrigacao foi realizada visando manter a
umidade do solo em 70% da capacidade de campo. As plantas foram colhidas no pré-
florescimento, por volta de 40 dias apds a emergéncia. As raizes de cada planta em cada vaso
foram coletadas separadamente e acondicionadas em tubos de centrifugacdo contendo 10 mL
de solucdo de NaCl (0,85% m/v) e agitadas vigorosamente por 30 minutos, para
desprendimento das particulas de solo. Em seguida, as raizes foram retiradas dos tubos ¢ as
amostras de solo rizosférico foram liofilizadas e armazenadas a -80 °C até a extracdo do DNA.
A extracao de DNA foi realizada utilizando o DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (QIAGEN Group,
USA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. A qualidade e concentracio de DNA foram
verificadas por meio do espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). A
integridade do DNA foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%.

Para caracterizacao do microbioma da rizosfera, o DNA obtido a partir das amostras
de solo rizosférico das duas plantas em cada vaso foi misturado para compor uma repeticao
(Figura 3). Foi amplificada a regido V3 e V4 do gene 16S rRNA utilizando primers especificos
(341F/806R). Todas as reagdes de PCR foram realizadas com 15 pL de Phusion® High-Fidelity
PCR Master Mix (New England Biolabs), 0,2 uM de cada primers e aproximadamente 10 ng
de DNA. As reacdes de PCR das amostras foram amplificadas nas seguintes etapas:
desnatura¢ao inicial a 98 °C por 1 min, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 98 °C por 10
segundos, anelamento a 50 °C por 30 segundos e extensao a 72 °C por 30 segundos, com uma
etapa final de extensdo a 72 °C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram purificados utilizando
Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany). As bibliotecas de sequenciamento foram
geradas utilizando o TruSeq® DNA PCR- Free Sample Preparation Kit (Illumina, USA),

seguindo as recomendagdes do fabricante. A qualidade da biblioteca foi avaliada no Qubit 2.0
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Fluorometer (Thermo Scientific) e no 2100 Bioanalyzer system (Agilent, USA). Por fim, o
sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina NovaSeq ((Illumina, USA), gerando

leituras pareadas (paired-end) de 250 pb.

Figura 3 - Sequéncia para obtencdo das amostras para sequenciamento.

Repeticdes para cada tratamento

Amostra de solo rizosférico Extraciio de DNA Amostra para
sequenciamento

P1 \
Jj

R1

Fonte: autor, 2025.

4.3. Processamento dos dados

Os dados de sequenciamento foram processados utilizando o QIIME 2, versao
2024.10. As sequencias foram obtidos no formato “.fastq” em leituras diretas (forward) e
reversas (reverse), e foram analisadas usando o DADA2 (CALLAHAN et al., 2016). Nesse
processo, as sequéncias foram desmultiplexadas e submetidas ao controle de qualidade. Apos a
filtragem, aproximadamente 3 milhdes de sequéncias de alta qualidade foram obtidas, com uma
média de ~152.000 sequéncias por amostra. As amostras foram rarefeitas para 133.361
sequéncias, de acordo com a amostra com menor quantidade de sequéncias. A identificacdo

taxondmica foi realizada por meio do banco de dados Silva v.138.

4.4. Analises estatisticas

Para a caracterizagdo genética por meio do marcador ISSR, a presenca e auséncia
de marcadores (bandas) nos géis foi convertida em uma matriz de presenga e auséncia (1/0). A

partir disso, foi construida uma matriz de distancias genéticas utilizando o coeficiente de
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Jaccard. Em seguida, realizou-se a andlise de agrupamento utilizando o método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages).

Para analise do microbioma, a diversidade de Shannon e riqueza observada foram
calculadas por meio do teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05) utilizando a fungao
“estimate richness” do pacote “phyloseq” (MCMURDIE; HOLMES, 2013). Diagramas de
Venn foram construidos para analisar o numero de ASV exclusivos e compartilhados entre os
tratamentos, utilizando o pacote “ggVennDiagram” (GAO et al., 2024). A composi¢ao da
comunidade foi feita a partir da abundancia relativa dos taxa em dois niveis taxondmicos (filo
e género), agrupando os menos abundantes na categoria "outros", utilizando a fungao “tax_glom”
do pacote “phyloseq” (MCMURDIE; HOLMES, 2013). A estrutura da comunidade foi
analisada por Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), utilizando as distancias de Bray-
Curtis e as diferencgas entre os tratamentos foram testadas com PERMANOVA (p < 0,05),
utilizando as fungdes “distance” e “ordinate” do pacote “phyloseq” (MCMURDIE; HOLMES,
2013).

O teste de classificacdo multinomial de espécies (CLAM) foi feito para calcular a
porcentagem de generalistas, especialistas e espécies raras em cada genotipo, utilizando a
funcdo “clamtest” do pacote “vegan” (OKSANEN et al., 2025), com nivel de significancia
individual de 0,05 e limite de cobertura de 10. A complexidade das interagdes da comunidade
microbiana foi avaliada por meio da analise de redes, utilizando a fungdao “network.pip” do
pacote “ggClusterNet”. Para isso, foi calculado as correlagdes do Spearman com base na tabela
de frequéncia de ASVs, sendo considerado apenas correlagdes significativas (p <0,01) e fortes
(> 0,9 ou < —0,9). Por fim, para prever potenciais fungdes relevantes desempenhadas pela
comunidade bacteriana, foi realizada a anota¢ao funcional utilizando o FAPROTAX, um banco
de dados que mapeia clados procaridticos para fungdes metabdlicas ou ecologicamente
relevantes. Para isso, utilizou-se uma tabela de frequéncia de tdxons no nivel de género, que foi
convertida em uma tabela funcional. A comparacao entre os genotipos foi feita com base
similaridade, utilizando a distancia euclidiana. Todas as analises estatisticas foram realizadas

utilizando o software RStudio (versao 2025.05.0).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao genética por marcador ISSR

Os testes de amplificacdo do DNA foram inicialmente realizados com 36 primers
ISSR, sendo selecionados 16 primers com bandas polimérficas, considerados para a analise de
agrupamento (1809, 1810, 1815, 1816, 1820, 1825, 1841, 1846, 1847, 1848, 1858, 1880, 1881, 1886,
1887 e 1889). No total, foram obtidas 87 bandas, sendo 25 (28,74%) de bandas polimorficas.
Foi possivel observar a formagao de dois grupos principais (Figura 4). No grupo 1, ficaram
agrupados os gendtipos Pingo de Ouro e Bengala e no grupo 2, ficaram agrupados os gendtipos

BRS Aracé, BRS Tumucumaque e MNC 03-720-C-31.

Figura 4 - Dendrograma de dissimilaridade genética entre gendtipos de feijao-caupi, construido

com uso do coeficiente de Jaccard e algoritmo UPGMA.
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Fonte: autor, 2025.

5.2. Diversidade das comunidades bacterianas

O genotipo Bengala diferiu estatisticamente (p < 0,05) dos gendtipos BRS
Tumucumaque, MNC 03-720-C-31 e Pingo de ouro (Figura 5). Observou-se uma tendéncia na
diminui¢do da riqueza e diversidade associada ao melhoramento, em que a cultivar BRS

Tumucumagque e a linhagem MNC 03-720-C-31 apresentaram os menores valores.
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Figura 5 - Diversidade e riqueza taxondmica de ASV das comunidades bacterianas da rizosfera
de cinco genotipos de feijdo-caupi, baseado no gene 16S rRNA. As linhas indicam a
comparagdo dos tratamentos e o “*” significa diferenga estatistica entre os tratamentos com

base no teste Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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Fonte: autor, 2025.

A analise com diagramas de Venn foi realizada para comparar a proporcao de ASVs
compartilhadas e exclusivas entre os genotipos de feijdo-caupi (Figura 6). Com relacdo as
diferengas entre os genotipos de feijdo-caupi, 10% das ASVs (2144 ASVs) foram
compartilhadas entre todos os gendtipos (Figura 6B). Também foi possivel observar diferengas
na proporcao entre os genotipos, que variaram de 10% a 18% ASVs exclusivos, sendo esses
valores correspondente a0 menor e maior valor nos genotipos MNC 03-720-C-31 e Bengala,
respectivamente. Além disso, os genotipos que mais compartilharam ASVs entre si foi Bengala
e BRS Aracé (29% das ASVs) (Figura 6A). Essas observacdes ficam evidenciadas quando

analisadas as comparacdes feitas isoladamente entre Bengala e os outros genotipos (Figura 6A).
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Figura 6 - Diagramas de Venn mostrando as ASVs exclusivas e compartilhadas entre (A)

genotipo Bengala, e (B) rizosfera de diferentes gendtipos de feijao-caupi.

(D Bengala (DBRS Aracé ) BRS Tumucumaque (JMNC 03-720-C-31 () Pingo de Ouro e

Fonte: autor, 2025.

5.3. Composicao das comunidades bacterianas

A comunidade bacteriana foi composta por 38 filos, sendo dominada por
Proteobacteria (46,2% de todas as sequéncias), seguida por Actinobacteriota (31,7%),
Firmicutes (7,8%), Chloroflexi (5,9%) e Bacteroidota (1,9%) (Figura 7A). O gen6tipo MNC
03-720-C-31 apresentou maior abundéncia relativa de Proteobacteria (62,72%), seguido por
Pingo de Ouro (51,16%), BRS Tumucumaque (47,41%) e BRS Aracé (40,80%). Para o filo
Actinobacteriota, a maior abundancia relativa foi no genotipo Bengala (44,93%), seguido por
BRS Aracé (36,77%). Para o filo Firmicutes, a maior abundancia relativa foi nos gendtipos BRS
Tumucumaque (9,33%) e BRS Aracé (9,13%), seguido por Bengala (8,59%) e Pingo de Ouro
(7,25%). Para o filo Chloroflexi, a maior abundancia relativa foi no gendtipo Bengala (8,23%),
seguido por BRS Aracé (6,12%), BRS Tumucumaque (6,03%) e Pingo de Ouro (5,66%). Para
o filo Bacteroidota, a maior abundancia relativa foi no gen6tipo BRS Tumucumaque (3,25%),

seguido por MNC 03-720-C-31 (2,89%).
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Figura 7 - Composicao taxonomica das comunidades bacterianas na rizosfera de diferentes
genotipos de feijdo-caupi no nivel de filo e género com base no gene 16S rRNA. (A)
Composi¢cdo taxondOmica da comunidade bacteriana dos 11 filos mais abundantes. (B)
Composicdo taxondmica da comunidade bacteriana dos 15 géneros mais abundantes. (C)

Composi¢do taxondmica da comunidade bacteriana dos 10 géneros mais abundantes do filo
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Fonte: autor, 2025.

Foi realizado a analise de composicao taxondomica da comunidade bacteriana dos

15 géneros mais abundantes em cada genotipo (Figura 7B). Na variedade Bengala, destacaram-

se as bactérias ndo cultivaveis 67-14 (9,80%) e (Uncultured...5) (9,40%), além dos géneros
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Streptomyces (8,63%) e Nocardioides (7,82%) (Figura 7B). De forma semelhante, em BRS
Aracé, os principais géneros foram Uncultured...5 (10,21%), 67-14 (8,72%), Nocardioides
(7,25%) e Solirubrobacter (6,43%). No cultivar BRS Tumucumaque, observou-se elevada
abundancia de Bradyrhizobium (17,04%) e Bacillus (10,19%). Na linhagem MNC 02-720-C-
31 destacaram-se os géneros Bradyrhizobium (19,74%) e Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium (12,21%). Para a variedade Pingo de Ouro, os géneros mais
abundantes foram Bradyrhizobium (16,60%) e Microvirga (8,82%).

Considerando apenas os géneros pertencentes ao filo Proteobacteria (Figura 7C), os
principais identificados foram Bradyrhizobium, Microvirga, Allorhizobium-Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium, Sphingomonas e Novosphingobium. O género Bradyrhizobium
apresentou a maior abundancia relativa no cultivar BRS Tumucumaque (33,17%), seguido por
Pingo de Ouro (29,00%) e MNC 03-720-C-31 (27,78%) (Figura 7C). O género Microvirga foi
mais abundante nos genétipos Bengala (19,97%) e BRS Aracé (18,43%). O género
Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium teve maior abundancia relativa na
linhagem MNC 03-720-C-31 (17,18%), Sphingomonas na variedade Bengala (22,92%) e
Novosphingobium no cultivar BRS Araceé (14,60%).

5.4. Estrutura e intera¢oes das comunidades bacterianas
A analise de coordenadas principais explicou 52,9% da variacdo total de ASVs,

sendo 43,95% e 8,95% nos dois eixos, respectivamente (Figura 8). A estrutura das comunidades

bacterianas ndo apresentou diferenca significativa entre os genotipos (p>0,05).
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Figura 8 - Estrutura das comunidades bacterianas da rizosfera de cinco gendtipos de feijao-

caupi baseado no gene 16S rRNA, com base na andlise de coordenadas principais.
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Fonte: autor, 2025.

A comparagdo das espécies entre Bengala e os outros gendtipos foi realizada por
meio do teste CLAM, que classifica os microrganismos em generalistas, raros e especialistas
(Figura 9). A analise revelou que a propor¢do de especialistas e generalistas variou entre os
genotipos, sendo que a propor¢do de generalistas foi maior do que a de especialistas. Na
comparag¢do entre Bengala e BRS Aracé, 57,1% das espécies bacterianas foram classificadas
como generalistas (presentes em ambos 0s genotipos), enquanto 2,9% foram classificadas como
especialistas no Bengala, contra 8,1% no geno6tipo BRS Aracé. O mesmo padrao foi observado
na comparacao entre Bengala e Pingo de Ouro, com menor propor¢dao de especialistas no
Bengala (4,4% contra 8,4% no Pingo de Ouro). A comparagdo entre Bengala e MNC 03-720-
C-31 mostrou uma propor¢ao semelhante de especialistas (7,5% contra 7,2% no MNC 03-720-
C-31), indicando um aumento de especialistas na variedade Bengala. A comparagdo entre
Bengala e BRS Tumucumaque também mostrou maior propor¢ao de especialistas no Bengala
(7,5% contra 5,0% no BRS Tumucumaque), além de apresentar a menor porcentagem de

generalistas entre todas as comparagdes (35,0%).



33

Figura 9 - Método de classificagdo multinominal de espécies (CLAM) para especializacao de
espécies em genotipos de feijdo-caupi. Os tratamentos avaliados: (A) Bengala e BRS Aracé, (B)
Bengala e Pingo de Ouro, (C) Bengala ¢ MNC 03-720-C-31 e (D) Bengala ¢ BRS

Tumucumaque. A propor¢ao de generalistas, especialistas e raros esta apresentada nos graficos.
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Fonte: autor, 2025.

A andlise de rede foi utilizada para comparar a complexidade das interagdes na
comunidade microbiana em cada genotipo (Figura 10 e Tabela 2). Os diferentes genotipos
apresentaram caracteristicas composicionais e topologicas distintas nas redes. De modo geral,
a variedade Pingo de Ouro apresentou maior complexidade (nimero de nés = 49, arestas = 561,
grau médio = 22,44), seguido pelo cultivar BRS Tumucumaque (ntimero de nés = 49, arestas =
538, grau médio =21,52) e MNC 03-720-C-31 (niimero de nds = 50, arestas = 441, grau médio
= 18). Por outro lado, o cultivar BRS Aracé (nimero de nés = 50, arestas = 416, grau médio =
16,64) e a variedade Bengala (nimero de nds = 50, arestas = 415, grau médio = 16,93)

apresentaram as redes menos complexas.



34

Figura 10 - Andlise de redes das comunidades bacterianas na rizosfera de diferentes genotipos
de feijao-caupi, com base no gene 16S rRNA. Cada conexdo representa uma correlagdo de
Spearman com magnitude > 0,9 (correlagdo positiva — arestas azuis) ou < —0,9 (correlagao
negativa — arestas vermelhas) e estatisticamente significativa (P < 0,01). Cada n6 representa um

taxon em nivel de ASV, sendo que o tamanho do no € proporcional ao nimero de conexdes.
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A modularidade das redes foi mais elevada nos gen6tipos BRS Aracé (0,60) e
Bengala (0,51), indicando uma comunidade mais conectada (Tabela 2). O cultivar BRS
Tumucumagque foi o que apresentou a maior correlagdo positiva, enquanto o cultivar BRS Aracé
apresentou a menor correlagdo negativa. De modo geral, os filos mais abundantes nas redes

foram Proteobacteria e Actinobacteriota. E possivel observar um maior numero de interagdes
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de Proteobacteria na linhagem MNC 03-720-C-31, Pingo de Ouro, BRS Tumucumaque e BRS

Aracé, enquanto as intera¢des de Actinobacteriota foram mais frequentes na variedade Bengala.

Tabela 2 - Propriedades das redes microbianas da rizosfera dos genotipos de feijao-caupi.

Propriedades da rede Bengala BRS Fingo de MNC BRS
Aracé Ouro 03-720-C-31  Tumucumaque

Arestas! 415 416 561 441 538
Correlagio positiva’ 210 247 286 223 287
Correlagdo negativa’ 205 169 275 218 251
Densidade? 0,35 0,33 0,45 0,37 0,43
Grau médio’ 16,93 16,64 22,44 18 21,52
Caminho médio® 1 1 1 1 1
Diametro’ 1 1 1 1 1
Clusterizagio® 4 3 3 3 3
Centralidade de Grau’ 0,08 0,04 0,09 0,1 0,09
Modularidade da rede'® 0,51 0,60 0,35 0,47 0,48

! Ntimero de conexdes/correlagdes obtidas pela analise Spearman.

2 Correlagdo positiva por Spearman (> 0,9 com P < 0,01).

3 Correlagdo negativa por Spearman (> 0,9 com P < 0,01).

4 Proporgdo entre conexdes existentes e possiveis, variade 0 a 1.

5> Média de conexdes por nd, mede a conectividade geral da rede.

® Média dos menores caminhos entre todos os pares de nds, mede a eficiéncia na propagacdo de informagio,
energia ou influéncia.

7 Maior distancia entre nds na rede, medida em niimero de arestas.

8 Probabilidade de que dois vizinhos de um n6 estejam conectados, mede a tendéncia a formagio de agrupamento.
® Média de conexdes diretas por no, identifica nos influentes localmente.

19 Capacidade dos nés em formar comunidades altamente conectadas, ou seja, uma estrutura com alta densidade

de conexdes entre 0s nos.

5.5. Perfil funcional das comunidades bacterianas

A previsao das funcdes potenciais da comunidade microbiana foi realizada por meio
do banco de dados FAPROTAX, sendo identificados 13 grupos funcionais de acordo com cada
gendtipo de feijdo-caupi (Figura 11). O cultivar BRS Aracé estd mais relacionado a grupos
microbianos relacionados a desnitrificacao, respiragdo de nitrogénio e uredlise. A variedade

Bengala esta relacionado a grupos microbianos envolvidos na oxida¢ao de manganés, reducao



36

de nitrato, metilotrofia e celuldlise. O cultivar BRS Tumucumaque esté relacionado a grupos
microbianos envolvidos na quitindlise, respiracdo de ferro, degradacdo de compostos
aromaticos, fixagao de nitrogénio e quimioheterotrofia aerobica. Para a linhagem MNC 03-720-
C-31, destacaram-se as funcgdes relacionadas a fixagdo de nitrogénio, quimioheterotrofia
aerdbica, degradagdo de compostos aromaticos e desnitrificagdo. Ja a variedade Pingo de Ouro
estd mais associada as fungdes de fermentacdo, respiracdo de ferro, fixagdo de nitrogénio,
oxidagdo de manganés, celuldlise e degradagao de compostos aromaticos. De modo geral, todos
0s genotipos apresentaram perfis funcionais distintos, sendo que BRS Tumucumaque, MNC
03-720-C-31 e Pingo de Ouro apresentaram maior abundancia de grupos relacionadas a fixagao
de nitrogénio, enquanto as rizosferas de BRS Aracé e Bengala apresentaram reducdo dessa

funcao.

Figura 11 - Mapa de calor das fun¢des metabolicas e ecologicas de bactérias com base no banco
de dados FAPROTAX entre diferentes gendtipos de feijdo-caupi. As amostras foram agrupadas
de acordo com base na distancia euclidiana. Cores diferentes indicam a abundancia relativa em
cada amostra, a cor vermelha representa fungdes com menor abundancia na amostra e a cor azul

indica fun¢des com maior abundancia.
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6. DISCUSSAO

6.1. Caracterizacao genética por marcador ISSR

Neste estudo, foi avaliada comunidade bacteriana de cinco genotipos de feijao-
caupi para investigar se o melhoramento vegetal afeta o microbioma na rizosfera. A
caracterizagcdo genética por meio de marcadores ISSR mostrou a formagao de dois grupos,
genotipos nao melhorados (Bengala e Pingo de Ouro) e genotipos melhorados (BRS Aracé,
BRS Tumucumaque e MNC 03-720-C-31). Isso indica uma alta similaridade genética entre os
genotipos, o que também foi observado em outros estudos de feijdo-caupi. Gajera et al. (2014)
avaliaram a diversidade genética, por meio de marcadores ISSR e RAPD, em onze cultivares
que apresentavam caracteristicas fenotipicas bem distintas. Os autores obtiveram a formagao
de dois grupos, sendo observado alto grau de similaridade genética entre os gendtipos. Da
mesma forma, Araujo et al. (2019b) avaliaram a diversidade genética, por meio de marcadores
ISSR, em 52 variedades de feijao-caupi coletadas em localidades diferentes de agricultores
familiares. Os autores obtiveram a formagdo de seis grupos, também observaram alta
similaridade genética entre as variedades, além de valores baixos de distancia genética,

concluindo que esse resultado demonstra a base genética estreita da espécie.

6.2. Diversidade das comunidades bacterianas

Os genotipos distintos afetaram a riqueza e diversidade da comunidade bacteriana
associada a rizosfera. A variedade Bengala apresentou os maiores valores para a riqueza e
diversidade e estatisticamente diferente dos demais gendtipos, exceto para o cultivar BRS Aracé.
Entre os genotipos melhorados ndo houve diferenga para riqueza e diversidade. Como Bengala
¢ uma variedade local do Ceard, que sofreu menor pressao de selecao artificial, pode indicar
que esse genotipo consegue estabelecer associagdes com um numero maior de microrganismos
presentes no solo. A variedade local Bengala e o cultivar BRS Aracé apresentaram similaridades
nos niveis de riqueza e diversidade. Essa similaridade também pode ser observada no diagrama
de Venn, que mostrou que 29% dos ASVs sdo compartilhados entre esses dois genotipos de
feijdo-caupi. Embora ndo tenha sido observado diferencas na estrutura geral da comunidade
bacteriana entre os gendtipos, cada um apresentou ASVs exclusivos especificos, cuja propor¢ao
variou de 10% na linhagem MNC 03-720-C-31 a 18% na variedade tradicional Bengala. Esses

resultados se assemelham a estudos anteriores que avaliaram variedades e genotipos
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melhorados, ndo sendo observados efeitos estatisticamente significativos na diversidade e
riqueza das comunidades microbianas na rizosfera no feijio comum (PEREZ-JARAMILLO et
al., 2017), feijao-caupi (ALBUQUERQUE et al., 2022) e feijao-fava (BRITO et al., 2025a).
Esses mesmos estudos mostraram que o melhoramento vegetal nao teve efeito sobre a

diversidade e riqueza da comunidade microbiana, mas afetou a composi¢ao taxondmica.

6.3. Composiciao das comunidades bacterianas

A nivel de filo e género, observou-se mudangas na abundancia relativa de alguns
tdxons microbianos na composicdo das comunidades bacterianas nos genotipos. A nivel
taxonomico de filo, a analise da composi¢do identificou Proteobacteria, Actinobacteriota,
Firmicutes, Chloroflexi e Bacteroidota como os predominantes na rizosfera dos gendtipos de
feijdo-caupi, estando de acordo com estudos anteriores com feijado-caupi (CUARTERO et al.,
2022; CHINTHALAPUDI et al. 2025). Os gen6tipos BRS Tumucumaque, MNC 03-720-C-31
e Pingo de Ouro apresentaram maior enriquecimento com membros de Proteobacteria. Esse filo
¢ conhecido por sua adaptabilidade e ampla presenca em diversas condigdes ambientais, além
de participarem de diversos processos do solo, decomposi¢ao da matéria organica e fixagdo de
nitrogénio, pois neste filo estdo presentes as bactérias fixadoras de nitrogénio (GHAYOUMI;
EMAMIOMEH; DAVARPANAH, 2025). Os genotipos Bengala e BRS Aracé apresentaram
predominancia de Actinobacteriota, sendo que esse filo tende a prosperar em condigdes
oligotroficas (ZHANG et al., 2019), explicando seu enriquecimento no genotipo Bengala que ¢
uma variedade tradicional. O filo Chloroflexi possui microrganismos envolvidos em ciclos
biogeoquimicos essenciais (TARTAGLIA et al., 2024), com representantes que podem usar
diferentes fontes de energia como fotoautotrofia, foto-heterotrofia, quimioautotrofia, quimio-
heterotrofia e mixotrofia (WANG et al., 2025). Os filos Bacteroidetes e Firmicutes contribuem
para a decomposi¢do da matéria organica e para a ciclagem de nutrientes (KUMAR et al., 2024).

No nivel taxondmico de género, observou-se que a variedade Bengala e o cultivar
BRS Aracé apresentaram comportamento semelhante, em identidade e abundancia. O género
Nocardioides (7,82% para Bengala e 7,25% para BRS Aracé) ¢ reconhecido por seu papel
importante na biodegradacao de poluentes organicos (MA et al., 2023). Os genotipos BRS
Tumucumaque, MNC 03-720-C-31 e Pingo de Ouro apresentaram maior abundancia de géneros
de bactérias promotoras de crescimento como os fixadores de nitrogénio Bradyrhizobium,
Allorhizobium, Neorhizobium, Pararhizobium, Rhizobium e Microvirga (SARAO et al., 2025;
MATARANYIKA etal., 2024; RADL et al., 2014). A variedade local Bengala apresentou maior
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abundancia do género Streptomyces. Este género abriga espécies comumente reportadas como
promotoras de crescimento e agente de biocontrole contra patogenos (VIAENE et al., 2016).
Bengala também apresentou abundancia elevada do género Sphingomonas, que sao bactérias
promotoras de crescimento adaptadas a condi¢des de estresse abiotico (ASAF et al., 2020). O
cultivar BRS Aracé apresentou elevada abundancia de bactérias promotoras de crescimento
como Solirubrobacter ¢ Novosphingobium. O género Solirubrobacter ¢ conhecido por sua
ampla capacidade de metabolizacdo de compostos e adaptabilidade a estresses abidticos
(JARA-SERVIN et al., 2024). Ja Novosphingobium inclui bactérias capazes de produzir
fitohormonios e sider6foros, contribuindo para o desenvolvimento vegetal (KRISHNAN et al.,
2017). A cultivar BRS Tumucumaque apresentou abundancia elevada no género Bacillus, que
além de promotoras de crescimento, também apresentam capacidade de biocontrole e melhoria
na resisténcia a estresses (CUI et al., 2025). Isso ¢ indicativo importante que sugere o
recrutamento de grupos bacterianos benéficos pela rizosfera de feijao-caupi. O melhoramento
vegetal ndo alterou a composi¢ao do microbioma, mas pode ter contribuido no recrutamento de
microrganismos que desempenham fun¢des que melhoram o crescimento da planta e fixacao

bioldgica de nitrogénio.

6.4. Estrutura e interacoes das comunidades bacterianas

A estrutura da comunidade bacteriana foi avaliada a partir da andlise de
Coordenadas Principais (PCoA), e foi possivel observar que o melhoramento vegetal nao afetou
a estrutura do microbioma na rizosfera, pois nao houve diferenga estatistica entre a rizosfera
dos gendtipos de feijado-caupi. Esse resultado se assemelha a estudos anteriores realizados no
feijdo-caupi e em outras espécies. No feijdo-caupi, a estrutura da comunidade bacteriana da
rizosfera foi avaliada em duas linhagens e duas cultivares, por meio da analise de Componentes
Principais (PCA) (ALBUQUERQUE et al., 2022). No feijao comum, a estrutura da comunidade
bacteriana da rizosfera foi avaliada em cinco variedades e trés cultivares por meio da analise de
Coordenadas Principais Canénica (CAP) (PEREZ-JARAMILLO et al., 2017). No milho, a
estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera foi avaliada em dez genotipos (dois teosintos,
trés linhagens e cinco hibridos) por meio de uma PCoA (BRISSON et al., 2019). Em todos esses
estudos, os autores ndo observaram efeito significativo dos genotipos sobre a estrutura da
comunidade bacteriana, mas observaram diferengas na composi¢ao taxondomica da comunidade
em cada genotipo.

A comparagdo entre a variedade Bengala e os outros genotipos foi feita por meio



40

do teste CLAM, sendo avaliado a porcentagem de microrganismos generalistas, raros e
especialistas. Independentemente da comparacdo, a propor¢ao de generalistas ndo variou
significativamente, com excecao da comparagdo com BRS Tumucumaque que apresentou a
menor propor¢do (35%). Esse resultado sugere que o melhoramento ndo teve impacto na
especializacao da comunidade microbiana associada aos gendtipos de feijdo-caupi. A propor¢ao
de generalistas foi maior entre Bengala e BRS Aracé (57,1%), e a participacdo relativamente
alta de generalistas nesses dois genotipos pode estar relacionada as maiores semelhancgas entre
elas, quando comparadas aos outros genotipos. A presenga de microrganismos generalistas na
rizosfera pode ser vantajosa, pois conferem resisténcia a condi¢cdes ambientais, sendo
importantes na manutengao da estabilidade da comunidade (XU et al., 2022). Por outro lado,
menores propor¢des de especialistas podem conferir fungdes especificas no solo, pois algumas
plantas formam relacdes altamente especializadas com seus simbiontes e isso produz efeitos
importantes no desempenho das plantas (SEMCHENKO et al., 2022), como pode ser o caso do
feijdo-caupi.

Andlise de redes estabelecidas pelos integrantes das comunidades microbianas tem
sido aplicada para avaliar a complexidade de interagcdes na comunidade bacteriana na rizosfera
de feijao-caupi. O cultivar BRS Aracé e a variedade local Bengala apresentaram os numeros de
arestas e grau médio semelhantes e os menores valores, mostrando-se redes de menor
complexidade. Entretanto, esses mesmos genotipos foram os que apresentaram maiores valores
de modularidade da rede, indicando que apresentam maior estabilidade nas comunidades
bacterianas (LIU et al., 2024). Valores elevados de modularidade podem indicar uma maior
diferenciagdo dos nichos ecoldgicos, e isso pode causar a diminuicdo nas interagdes
microbianas no solo (CHEN et al., 2024). As comunidades bacterianas na rizosfera da variedade
Pingo de Ouro e do cultivar BRS Tumucumaque apresentaram os maiores valores para niimeros
de arestas e grau médio. Isso indica uma rede mais complexa e mais conectada, indicando
possiveis interagdes mutualisticas entre os microrganismos (ZHAO et al., 2023). Esse resultado
de aumento na complexidade em genotipos melhorados também foi observado por Brito et al.
(2025a), avaliando linhagens de feijdo-fava, que tiveram aumento nas interagdes, apresentando
um maior nimero de arestas e nés. Comparando os dois cultivares, observou-se que ocorreu
diminui¢do das interacdes em BRS Aracé, enquanto BRS Tumucumaque apresentou aumento.
Essa diferenca no nimero de interagdes entre cultivares também foi observada por Albuquerque
et al. (2022) ao estudar a rizosfera de genotipos de linhagens e cultivares de feijado-caupi, em
que a comunidade bacteriana na rizosfera das cultivares BRS-Guariba e BRS-Tumucumaque

apresentaram, respectivamente, a maior e menor complexidade.
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A cultivar BRS Aracé apresentou mais correlagdes positivas na sua rede do que
negativas, indicando que o melhoramento vegetal pode atuar melhorando a interag@o entre os
microrganismos. De modo geral, ¢ possivel observar maior interagdo entre bactérias
pertencentes ao filo Proteobacteria nos gendtipos, com excecao da variedade Bengala que
apresentou mais interacdes com o filo Actinobacteriota. A maior abundancia do filo
Proteobacteria indica interagdes fortes com microrganismos que sdo capazes de induzir a
formagao de nddulos e fixar nitrogénio atmosférico (ZHAO et al., 2023). Esse resultado reflete
o que foi observado na analise de composi¢do taxonomica, e indica um resultado positivo do
melhoramento do feijdo-caupi, onde a rizosfera gradualmente recruta microrganismos mais
compativeis e eficientes que ajudam no crescimento e produtividade das plantas (BRITO et al.,

2025b).

6.5. Perfil funcional das comunidades bacterianas

Nesse estudo, foi realizada a analise de predi¢ao do perfil funcional da comunidade
bacteriana associada a rizosfera do feijao-caupi utilizando o banco de dados FAPROTAX. Os
genotipos BRS Tumucumaque, MNC 03-720-C-31 e Pingo de Ouro apresentaram maior
abundancia de grupos relacionadas a fixagdao de nitrogénio, enquanto as rizosferas de BRS
Aracé e Bengala apresentaram reducdo desses grupos. Esses genétipos foram os que
apresentaram maior abundancia de microrganismos do filo Proteobacteria, que possuem
bactérias fixadores de nitrogénio (ZHAO et al., 2023). O cultivar BRS Aracé€ intensificou varias
funcdes do ciclo do nitrogénio, como a desnitrificagdo, respira¢do de nitrogénio, o que permite
a conversao do nitrogénio em formas de amonio absorviveis pelas plantas, além de ter inibido
a reducdo de nitrato, o que favorece a conversao e a sintese de amoénio (LIU et al., 2025). A
variedade Bengala intensificou fun¢des relacionadas ao ciclo do carbono, como a metilotrofia,
celuldlise e fermentacdo, indicando bactérias associadas a degradacdo de polissacarideos e
fixacdo de carbono (YU et al., 2025). Assim, a previsao do perfil funcional dos gendtipos de
feijdo-caupi mostrou que o melhoramento vegetal induziu a formagdo de um perfil microbiano
especifico na rizosfera, caracterizado por microrganismos relacionados ao ciclo do nitrogénio
(N).

Com base nesses resultados, apesar da utilizagdo de gendtipos distintos, foi
observado pouca variabilidade genética entre eles. Essa baixa variagdo pode ter efeitos
limitados para estudar o efeito dos genotipos sobre as comunidades microbianas da rizosfera

(BRISSON et al., 2019). Possiveis variagdes no microbioma podem ser devido a caracteristicas
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que os genotipos apresentam (Tabela 1) e essas diferencas podem afetar a montagem do
microbioma da rizosfera em cada genotipo (SOLDAN et al., 2021). Assim, os resultados deste
estudo demonstram que, embora o melhoramento vegetal nao tenha alterado significativamente
a riqueza, diversidade e estrutura da comunidade bacteriana, ele influenciou a composi¢ado
taxonOmica, as interagdes ¢ o perfil funcional do microbioma da rizosfera dos gendtipos de

feijdo-caupi.
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7. CONCLUSAO

Os genotipos de feijao-caupi afetaram a diversidade e riqueza das comunidades
bacterianas. De modo geral, os resultados indicaram uma comunidade bacteriana semelhante
na rizosfera dos gendtipos de feijao-caupi, mas com o enriquecimento de grupos microbianos
em cada genotipo.

A analise das interagdes microbianas revelou alteragcdes na complexidade das redes,
onde os genotipos melhorados apresentaram comunidades com interagdes mais complexas. O
perfil funcional das comunidades microbianas foi afetado pelos gendtipos. Os genotipos
melhorados apresentaram maior abundancia de grupos relacionadas ao ciclo do nitrogénio.

Compreender essa dindmica pode fornecer informagdes para programas de
melhoramento visando otimizar as interagdes planta-microrganismo para melhorar a
produtividade e sustentabilidade no cultivo do feijao-caupi. Estudos futuros com um numero
maior de genotipos, maior divergéncia genética e solos distintos poderdo contribuir para

aprofundar o entendimento das rela¢des entre comunidade microbiana e melhoramento vegetal.
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