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Resumo:

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (FOP) causa a murcha-de-fusario em feijoeiro e a Terra Preta da Amazénia
(TPA) possui alta diversidade de microrganismos, assim, avaliamos se a comunidade microbiana desse solo é
capaz de inibir os efeitos de FOP e também se pode atuar na producéo de biomassa da planta. Os gendétipos
IAC Alvorada e IAC Milénio foram cultivados em hidroponia e infectados com FOP. Entdo analisou-se:
comprimento, massa fresca e seca radicular e da parte aérea, volume de raizes e a absorcdo de macro e
micronutrientes. Houveram acréscimos nos parametros avaliados para os dois genétipos quando cultivados em
suspensdo com o microbioma residente em TPA, mesmo na presenca de FOP. Associado tém-se a maior
guantidade de micronutrientes absorvidos quando cultivados em TPA, que pode justificar os incrementos. Os
dados indicam que a comunidade microbiana da TPA auxilia na promocé&o do crescimento dos dois genoétipos
avaliados e é capaz de minimizar os efeitos negativos de FOP.
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Introducéo:

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é a segunda cultura de leguminosa mais importante do mundo
(Singh; Mufioz, 1999), ainda é figura central na dieta de mais de 300 milhdes de pessoas ao redor do mundo e
a principal fonte de proteinas para populagdes na América Latina e Africa. (Pfeiffer; McClafferty, 2007; Recchia
et al. 2013). Contudo, fatores como doencas causadas por microrganismos impedem que haja maior
produtividade (Sartorato; Rava, 1994). Dentre elas destaca-se a murcha-de-fusério causada pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (FOP), a qual atinge o sistema radicular da planta e é considerada a
doenca de solo mais importante que afeta o feijoeiro (Chiorato et al., 2015; Henrique et al. 2015).

A fim de evitar que a cultura seja afetada por patdgenos e garantir a alta produtividade, pode buscar-se
nos solos supressivos solugdo Util para tal problema, sendo que esta € uma propriedade conferida pela
comunidade microbiana residente através de mecanismos nao conhecidos (Mendes et al., 2011). Nesse
contexto destaca-se a Terra Preta da Amazobnia (TPA), que é um antropossolo resultante da gestdo de
residuos humanos, com os primeiros sitios datados de seis mil anos atras (Kern et al. 2004; Clements et al.
2015). Este solo apresenta coloracéo escura, dada pelos descartes domésticos, rituais e producao agricola que
modificaram o solo local; havendo artefatos de cerdmica e material organico decomposto (Sombroek et al.
2009; Grossman et al. 2010; Clements et al. 2015).

A TPA é um solo que apresenta alta fertilidade quimica, com altos niveis de fésforo, calcio, magnésio,
zinco, manganés e rico em matéria organica, além de possuir o pH mais alcalino que os solos adjacentes
(Grossman et al. 2010; Lima et al. 2015). Destaca-se também sua alta diversidade e riqueza de
microrganismos (Taketani et al. 2013; Lucheta et al. 2015). Esses organismos sdo atuantes na composicéo e
incorporacgdo de elementos minerais no solo, também importantes no desenvolvimento das plantas e nos ciclos
biogeoquimicos do carbono e nitrogénio (Germano et al. 2012).

Assim sendo, tivemos o objetivo de avaliar se a comunidade microbiana da TPA é capaz de promover
0 crescimento em dois genotipos de feijoeiro com diferentes niveis de resisténcia a FOP: Alvorada e IAC
Milénio; também avaliamos se esta comunidade pode inibir a influéncia negativa de FOP no sistema radicular
da planta, e verificamos a absorcéo de nutrientes quando na presenca e auséncia do microbioma e também do
referido fungo.

Metodologia:

Foram utilizandos dois genétipos de feijoeiro nos experimentos: IAC Milénio que é resistente a FOP e
IAC Alvorada que é suscetivel. As superficies das sementes foram esterilizadas em 0,1%(v/v) de Triton X-100,
70%(v/v) de etanol e 10%(v/v) de solugcdo comercial de hipoclorito de sddio e por fim agua deionizada
abundante. Posteriormente, foram germinadas em papel umedecido por quatro dias e transferidas para
crescimento em hidropbnia, sendo as plantulas inseridas em tubos plasticos de 1.5 mL com os fundos
removidos manualmente, fixados em placa de EVA (do inglés, Ethylene Vinyl Acetate), colocadas em potes
com volume aproximado de dois litros e para assegurar aeracéo do sistema foram anexados compressores de
ar, ficando o mesmo em sala de vegetacdo a 25+2 °C sob fotoperiodo de 12 horas. No sistema havia a
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presenca ou auséncia de suspensdo de TPA (10g de solo.100mL™ de &gua Milli-Q), sendo que nas duas
situacdes foram adicionadas solucao nutritiva (0.25X Hoagland — Sigma, H2395) e mantidas em agitacao
constante durante 30 minutos, entdo sedimentado por 24 horas e filtrado com auxilio de uma tela de serigrafia
(diametro do poro * 150 um); para a situagdo de auséncia do microbioma presente no solo, apés a filtragem a
suspenséo foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos, afim de eliminar os microrganismos e permanecer
apenas com os nutrientes dissolvidos. Ap0Os sete dias da semeadura cerca de 1/3 das raizes foram cortadas e
imersas em suspensdo de esporos (106 esporos.mL'l), previamente preparada a partir de cultura
monoesporagica cultivada em placas de Petri por oito a dez dias. Ap6s 14 dias da infeccdo com FOP foram
coletadas quatro repeticdes biolégicas, com pelo menos duas plantas em cada repeticéo.

Para verificar a influéncia da presenca da comunidade microbiana da TPA avaliou-se a massa fresca e
seca das raizes e parte aérea das plantas; o comprimento radicular e da parte aérea, sendo as plantas
fotografadas e entdo avaliado utilizando o software ImageJ (HTTP://imagej.nih.gov/ij) e por fim, verificou-se o
volume de raizes, o qual foi obtido a partir de analises utilizando o software WinRhizo. Os parametros foram
analisados em Microsoft Office Excel e Past submetidos a teste de Tukey (p<0.05) aplicado para constatar se
as diferengas foram significativas.

Para determinacdo de macro e micronutrientes as amostras vegetais foram moidas em moinho
criogénico (SPEX 6870 Freeze Mill) e posteriormente decompostas por radiacdo micro-ondas (ETHOS 1600
Milestone Microwave). Cada amostra foi digerida em triplicata, sendo que em 250mg do material seco e moido
foi adicionado 20%(v/v) HNO; e 30%(m/m) H,0, e ap6s a decomposicao a solucado foi transferida para tubos
tipo Falcon e completado o volume de 25 mL com &gua Milli-Q. As determinagfes de macro e micronutrientes
nas amostras digeridas foram realizadas através da espectrometria de emissao Optica com plasma acoplado
indutivamente, utilizando o equipamente iCap 7400 Duo (Thermo Scientific).

Resultados e Discusséo:

A comunidade microbiana do solo pode influenciar o estado nutricional das plantas, exercendo papéis
na facilitagdo da absorc¢éo e na translocac¢éo de minerais e nutrientes do solo para a planta (Mendes, 2013). A
interacdo dos microrganismos com as plantas pode ser dada de maneira direta ou indireta. As rizobactérias e
os fungos micorrizicos sdo exemplos bem conhecidos da influéncia direta de microrganismos em plantas na
promoc¢do do crescimento/desenvolvimento do vegetal (Hawkins et al., 2000; Adeleke et al.,, 2012).
Indiretamente ainda a comunidade microbiana pode atuar aumentando a disponibilidade de nutrientes para a
absorcao pelas plantas através da mineralizagdo que converte a matéria em formas inorganicas assimilaveis
(van der Heijden et al., 2007). Assim, observamos neste trabalho que no genétipo IAC Alvorada todos os
parametros avaliados apresentaram aumentos quando na presenca da comunidade microbiana, sendo os
acréscimos de 28% na massa fresca da parte aérea e 44% nas raizes; 40 e 54% na massa seca da parte
aérea e sistema radicular, respectivamente; quanto ao comprimento houve aumento de 37% na parte aérea e
51% no sistema radicular e por fim o volume de raizes foi incrementado em 54%. Quanto ao genétipo IAC
Milénio, na presenca do microbioma de TPA, os aumentos foram de 20% na massa fresca da parte aérea e
41% nas raizes; 27% na massa seca da parte aérea e 46% no sistema radicular; o comprimento da parte aérea
teve acréscimo de 29% e o radicular de 23%, e o volume de raizes foi acrescido em 53%. Os valores médios
para tiveram significAncia confirmada pelo teste de Tukey (p < 0,05). Observamos ainda que para o gendétipo
IAC Alvorada, tanto na parte aérea quanto nas raizes, a absor¢cdo de macronutrientes foi menor quando na
presenca do microbioma de TPA que na situacao oposta, com exce¢do de Ca no sistema radicular. No mesmo
gendtipo também vimos que dos micronutrientes adquiridos Al, B, Mn e Fe apresentaram-se em maior
guantidade na presencga de TPA na parte aérea e Al, Mn e Fe tiveram 0 mesmo resultado no sistema radicular.
Quanto a IAC Milénio, notamos que na parte aérea os dados de macronutrientes foram semelhantes a IAC
Alvorada, com excecéo feita a Mg que também foi mais presente nas raizes, assim como Ca; por sua vez Al,
Mn e Fe na parte aérea e Al, B, Cu, Mn e Fe no sistema radicular apresentaram maior absorcao sem a
presenca do microbioma de TPA. Tomando os dados obtidos, pode-se entender que a comunidade microbiana
de TPA interagiu de forma positiva e contribuiu para o crescimento do feijoeiro, possivelmente pela facilitacdo
da captacdo e assimilacdo de micronutrientes com auxilio de microrganismos ou mesmo devido maior
disponibilidade natural destes nutrientes no solo. Destaca-se com isso a importancia da manutencao das
condi¢des quimicas, fisicas e biolégicas desse tipo de solo, pois a intensificacdo de praticas agricolas tem
afetado a rigueza de microrganismos no solo.

Sabendo que FOP afeta o desenvolvimento radicular e tendo em vista as caracteristicas de
supressividade observadas por comunidades locais, analisamos se os mesmos parametros foram afetados
guando o feijoeiro foi infectado. O gendtipo IAC Alvorada, que é considerado suscetivel a FOP, mesmo quando
infectado apresentou aumentos de 31% na massa fresca da parte aérea, 24% na massa seca da parte aérea,
35% na massa fresca de raizes, 46% na massa seca de raizes, 16% no comprimento da parte aérea, 48% no
comprimento do sistema radicular e 45% no volume de raizes. Em IAC Milénio, que é resistente a FOP,
também notamos o aumento em alguns parametros, havendo acréscimos de 51% na massa fresca de raizes,
32% na massa seca de raizes, 34% no comprimento do sistema radicular e 55% no volume de raizes. Todos
os dados tiveram significancia conforme teste de Tukey (p < 0,05). Assim, notamos que a microbiota minimiza a
influéncia do fungo patégeno sobre a planta hospedeira tanto em IAC Milénio, quanto em |IAC Alvorada. E ainda
sabendo-se que na presenca de FOP o feijoeiro tem o seu sistema vascular colonizado e ha um prejuizo no
transporte de agua e nutrientes na planta (Alves-Sanchez et al., 2002), avaliamos a absor¢éo de nutrientes nas
situacdes de auséncia e presenca de FOP, sem a interferéncia da comunidade microbiana da TPA e vimos que
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sem o patégeno Mg e Ca apresentaram-se em maior quantidade na parte aérea e, com excecao de Ca, todos
0S macronutrientes comportaram-se igual no sistema radicular para IAC Alvorada; e neste ainda os
micronutrientes: Al na parte aérea e B, Zn e Cu no sistema radicular tém maior quantidade na situagédo sem o
patdégeno. Com relagcdo a IAC Milénio, de todos os macronutrientes analisados sem a presenca do patégeno,
apenas Ca na parte aérea obteve maior absorcéo e com diferencga estatistica significativa se comparado com a
situagdo na presenca de FOP; ao passo que dos micronutrientes Al e Cu na parte aérea e B no sistema
radicular tiveram o mesmo comportamento. Um dos mecanismos de resisténcia das plantas a murchas
vasculares, tal como ocasionado por FOP, pode ser estrutural em que as barreiras fisicas impedem a entrada
do patégeno e a colonizacdo dos tecidos (Pascolati & Leite, 1995). Tendo em vista tal informacédo, pode-se
supor que tal caracteristica do tecido vegetal do feijoeiro contribui para a maior absorcdo dos nutrientes
minerais pela planta quando na auséncia de FOP e impede grande prejuizo mesmo quando este é presente,
conforme também pode ser visto nos dados de crescimento.

Conclusdes:

Com base no conjunto de dados obtidos, concluiu-se que a comunidade microbiana de TPA interagiu
de maneira positiva com os dois genétipos de feijoeiro utilizados neste trabalho e promoveu o seu crescimento,
além disso, notou-se que ela atuou na minimizagdo da influéncia negativa do fungo patégeno sobre a planta
hospedeira; portanto, tem-se a hipotese inicial confirmada. Viu-se também que houve um aumento na
assimilacdo de micronutrientes nos dois genétipos testados, mostrando que a facilitagdo de sua captacdo e
assimilacdo com auxilio de microrganismos ou mesmo a maior disponibilidade natural no solo podem explicar a
promocéo do crescimento do feijoeiro observada.
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