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RESUMO

O Brasil ¢ o segundo maior exportador mundial de pimenta-do-reino (Piper nigrum), com
uma produgdo de cerca de 126.000 toneladas em 2023, destinadas tanto a exportacdo quanto
ao consumo interno. No entanto, a produ¢do enfrenta desafios significativos, especialmente
relacionados a doencas causadas por fitopatdgenos, que impactam diretamente a
produtividade. O cultivo dessa espécie pode ser realizado com estacas ou com o uso de tutores
vivos, que ¢ preferido por reduzir custos, diminuir o desmatamento relacionado a extragado de
madeira ¢ demandar menor volume de fertilizantes. Devido a intensificacdo do uso de
insumos agricolas em cultivos voltados a exportagdo, torna-se relevante compreender os
mecanismos naturais de defesa das plantas, como o recrutamento de microrganismos
benéficos pela rizosfera. Entre esses, destacam-se as Actinobactérias, conhecidas por sua
capacidade de produzir compostos antimicrobianos e atuar no biocontrole de fitopatdégenos.
Desse modo, este estudo tem como objetivo avaliar a influéncia dos diferentes sistemas de
tutoragem (vivo e morto) na diversidade e composicao da microbiota da rizosfera de Piper
nigrum, com énfase no recrutamento de actinobactérias e na caracterizagdo dos genes de
resisténcia a antimicrobianos presentes nas amostras.

Palavras-chave: Piper nigrum; Actinobactérias; rizosfera; resistoma; recrutamento;
antimicrobianos.



ABSTRACT

Brazil is the second largest global exporter of black pepper (Piper nigrum), with a production
of approximately 126,000 tons in 2023, intended for both export and domestic consumption.
However, production faces significant challenges, particularly those related to diseases caused
by phytopathogens, which directly impact productivity. The cultivation of this species can be
carried out using wooden stakes or live tutors, the latter being preferred due to lower costs,
reduced deforestation associated with wood extraction, and a lower demand for fertilizers.
Due to the intensified use of agricultural inputs in export-oriented cropping systems, it
becomes relevant to understand the natural defense mechanisms of plants, such as the
recruitment of beneficial microorganisms by the rhizosphere. Among these, Actinobacteria
stand out for their ability to produce antimicrobial compounds and to act in the biocontrol of
phytopathogens. Thus, this study aims to evaluate the influence of different tutoring systems
(live and dead) on the diversity and composition of the rhizosphere microbiota of Piper
nigrum, with an emphasis on the recruitment of actinobacteria and the characterization of
antimicrobial resistance genes present in the samples.

Keywords: Piper nigrum; Actinobacteria; rhizosphere; resistome; recruitment;
antimicrobials.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o segundo maior produtor e exportador (15% da exportacdo mundial) de
pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) no mundo, atras apenas do Vietna (Sociedade Nacional de
Agricultura, 2023). A pimenta-do-reino ¢ comercializada no mercado interno e externo para
fins alimenticios e seus subprodutos como a piperina e a oleorresina sdo aproveitados pelas
industrias de cosméticos e farmacéuticas. No Brasil, os estados do Espirito Santo, Para ¢ a
Bahia se destacam como os maiores produtores de pimenta-do-reino, responsaveis pela
produgdo de 125 mil toneladas de pimenta-do-reino, cerca de 99% da produ¢do nacional

(IBGE, 2023).

Essa cultura enfrenta obstaculos relacionados a doencas ocasionadas por patdgenos,
entre eles Phytophthora capsici e Fusarium, fungos causadores de apodrecimento das raizes
que sdo dois dos maiores responsaveis por perdas em cultivos de pimenta-do-reino. Apesar
disso, as plantas possuem diversos mecanismos de resisténcia natural ao estresse, entre eles a
capacidade de se associar a microrganismos benéficos ao seu crescimento (Queiroga et al.,

2023; Chien & Gachomo, 2023).

A pimenta-do-reino ¢ uma planta trepadeira, por isso em seu plantio sdo utilizados
suportes, que podem ser de dois tipos: tutores mortos, onde sdo utilizadas estacas de madeira;
e tutores vivos, onde ¢ realizado um cultivo associado com outra planta. Porém, o uso de
tutores mortos resulta na exploracdo desordenada de madeira nativa da regido amazdnica, em
especial de madeiras nobres como acapu (Vouacapoua americana) e jarana (Eicheilera
jarana) que costumam ser utilizadas para esse fim, contribuindo para o desmatamento da
regido amazonica. No cultivo com tutor vivo, ou cultivo sombreado, sdo utilizadas
principalmente plantas de Gliricidia (Gliricidia sepium), uma variedade de leguminosa, por
sua facilidade de obtencdo (Kill et al., 2005; Araujo et al., 2024). Além da preservacao da
vegetacdo, o uso de tutor vivo exige apenas metade da dose de fertilizante recomendada para

o cultivo em tutor morto (Embrapa, 2004).

Para o cultivo em larga escala de produgdo, a fim de proteger a lavoura de pragas que
afetam a produtividade, ¢ feito uso de insumos agricolas como biocidas que podem ter efeitos
antimicrobianos (Pignati et al., 2017). Além dessa pratica exigir altos investimentos, o uso de
defensivos quimicos também representa uma ameaca a saude do solo e lencol freatico (Zheng
et al., 2022). Ressalta-se ainda que o uso extensivo de antimicrobianos e biocidas na lavoura

pode levar a selecdo de organismos resistentes via adaptacdo através da aquisi¢do de genes de



resisténcia cujos mecanismos podem ser compartilhados (Rad et al., 2022). Portanto, a busca
por alternativas mais sustentaveis ¢ fundamental para a manuten¢do e melhoramento da

produtividade agricola (Rizvi et al., 2024).

Nesse contexto, abordagens que exploram o potencial uso de microrganismos para a
agricultura ganharam popularidade. Entre os alvos, destacam-se bactérias rizosféricas com
potencial de promover o crescimento das plantas (PGPR) e bactérias que produzem
compostos antimicrobianos que possam agir como biocontrole de fitopatdogenos, como as

Actinobactérias (Rizvi et al., 2024).

O filo da Actinobactérias ¢ um grupo de interesse devido a sua capacidade de produzir
uma ampla variedade de compostos de interesse comercial. Estima-se que esse grupo esteja
relacionado a producao de mais 10.000 antibidticos (Karthik, 2022). Dentre as principais
classes, destacam-se macrolideos (do tipo oligomicina e polieno), daunomycina,
ciclopolilactona (ndo-actina), aminoglicosideos, estreptomicina, poliéteres (nigericina),
ciclopolilactonas, peptideos de quinoxalina e actinomicinas. O género Streptomyces,
pertencente a esse filo, ¢ responsavel pela producdo de mais de 80% dos antibidticos
derivados de Actinobactérias, adicionalmente o género também se destaca pela producdo de
compostos de agdo antifungica (Karthik, 2022; Syiemiong et al., 2023). Essas bactérias vém
sendo estudadas por seu potencial como agentes de biocontrole contra fitopatdgenos. Além
disso, algumas cepas foram relatadas na literatura como potencial acdo contra alguns dos
principais patogenos de Piper nigrum, como os fungos causadores de apodrecimento das

raizes (Trindade et al., 2021).

A rizosfera realiza o recrutamento de microrganismos do solo que t€ém potencial de
beneficiar a planta, podendo ter impacto direto em seu crescimento através da facilitagao da
aquisicdo de nutrientes e modulacdo de fitohormonios, ou de maneira indireta através da
inibicdo de patdgenos de plantas, seja através da competicdo ou pela producao de compostos
antimicrobianos (Olanrewaju et al., 2017). No entanto, ainda sdo escassos os estudos que
investigam como esse recrutamento microbiano influencia a sele¢do e a manutengdo de genes

de resisténcia a antimicrobianos no microbioma rizosférico.

Nesse contexto, as actinobactérias representam um grupo de especial interesse, pois
sdo reconhecidas pela produg¢do de uma ampla variedade de metabdlitos bioactivos, incluindo
antibidticos e compostos antifungicos, que podem contribuir para o biocontrole de

fitopatdgenos e, potencialmente, moldar o resistoma do solo. Assim, este estudo tem como



objetivo avaliar a influéncia de diferentes sistemas de tutoragem (vivo e morto) na diversidade
e composi¢ao da microbiota da rizosfera de Piper nigrum, com énfase no recrutamento de
actinobactérias e na caracterizagdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos presentes nas

amostras.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto de diferentes sistemas de tutoragem sobre a diversidade

taxondmica e de gendtipos de resisténcia associados a rizosfera e ao solo de Piper nigrum.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a diversidade e composi¢do de rizobactérias recrutadas na pimenteira com 0s
diferentes tutores;

e Investigar a influéncia da presenca de actinobactérias no perfil de genes de resisténcia
identificados nas amostras;

e Examinar as diferencas de composicao dos grupos exclusivamente recrutados nas duas
diferentes amostras rizosféricas;

e C(Comparar a composi¢do de genes de resisténcia a antimicrobianos nas amostras

associadas aos tipos de tutores utilizados no manejo da pimenta-do-reino.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Saude do solo e diversidade microbiana
3.1.1 Fatores que afetam a satde do solo

A saude do solo depende de uma série de fatores quimicos, fisicos e biologicos,
como o pH, temperatura, biomassa microbiana, teor de compostos orgéanicos e pluviosidade
que podem ser diretamente impactados pelo uso humano do solo. O manejo correto do solo
para praticas agricolas ¢ de fundamental importancia para a produgao sustentavel de cultivos

e garantia da segurancga alimentar (Gama, 2023).

Um solo sauddvel ¢ um solo capaz de sustentar a produtividade agropecuaria e
participar e desempenhar suas fun¢des dentro do ecossistema (Yang et al., 2020). Isso esta
intrinsecamente relacionado as praticas agricolas, especialmente no que diz respeito ao
agronegdcio € monoculturas. O plantio em larga escala leva ao desmatamento de matas
nativas para sua utilizacao, além de fomentar praticas de aracao profunda com inversao das
camadas do solo, praticas estas que podem causar problemas relacionados a erosao hidrica
do solo, esgotamento de nutrientes, reducdo do teor de matéria organica e também ocasionar

prejuizos ao microbioma nativo (Francaviglia et al., 2023).

Outra pratica agricola que representa riscos ao solo, € a0 meio ambiente como um
todo, ¢ a utilizagdo exacerbada de insumos como os fertilizantes quimicos a base de NPK e
pesticidas (Gama, 2023; Saath et al., 2018). O Brasil, enquanto um dos maiores produtores
agricolas do mundo, também ¢ frequentemente referido como um dos maiores consumidores
de defensivos agricolas e fertilizantes. A alta demanda de produtos agricolas tanto para
abastecimento interno quanto para a exportacao torna necessaria a manutengdo constante
das condi¢des Otimas para o cultivo de interesse, com isso a utilizag@o frequente de insumos
agricolas. A agricultura, de modo geral, enfrenta desafios relativos a degradacao do solo e
impactos ambientais resultantes do uso excessivo de agrotoxicos e fertilizantes (Saath et al.,

2018).

No ano de 1991, o Brasil utilizava aproximadamente sete vezes menos defensivos
agricolas do que os Estados Unidos, j4 no ano de 2015 se aproximaram muito,
correspondendo a cerca de 10% do consumo mundial. Em 2019, cerca de 13.000 registros
de defensivos agricolas foram aprovados para utilizagdo no Brasil, aproximadamente 80%

de todo volume de agrotoxicos sdo utilizados em areas de cultivo (Pignati et al., 2017,



Cardenas-Alegria et al., 2022).

A utilizagdo de defensivos agricolas para controle de fitopatdogenos ¢ um “mau
necessario” para garantir que a produgdo agricola ndo sofra grandes perdas ocasionadas por
pragas e doencas. Porém, a toxicidade desses defensivos representa um risco a saude
humana e ambiental, através da contaminag¢do do solo, dgua e alimentos (Ahmad ef al.,
2024). Além disso, o uso de nitrogénio em excesso como fertilizante altera as
caracteristicas quimicas do solo, podendo causar a sua acidificagdo e prejudicar a
comunidade microbiana local. Todavia, sua utilizacdo em concentragdes 6timas (ajustados
de acordo com a demanda do ambiente) combinada com o uso de fertilizantes organicos

pode auxiliar na promoc¢ao da saude do solo (Singh ef al., 2018).

Assim, ¢ fundamental que as praticas agricolas possam evoluir no desenvolvimento
de técnicas mais sustentdveis de combate aos fitopatdogenos de maneira que o uso de
defensivos quimicos toxicos possa ser substituido. O controle bioldégico ¢ uma das
abordagens que vém sendo estudadas como alternativa, ela trata da utilizacdo de

microrganismos como inibidores de fitopatdgenos (Boulahouat et al., 2023).
3.1.2 A participacdo dos microrganismos na saide do solo

A diversidade microbiana no solo possui um papel fundamental na manuten¢do da
ciclagem de nutrientes. O ciclo do carbono em especial sofre forte influéncia de diminuig¢des
na diversidade microbiana, parte da capacidade do solo de sequestrar carbono da atmosfera
estd diretamente relacionado as comunidades microbianas que o compdem (Maron et al.,

2018; Vieira et al., 2021).

O ciclo do nitrogénio também sofre impacto direto das comunidades microbianas,
principalmente das bactérias fixadoras de nitrogénio (diazotréficas) que sdo responsaveis pela
captura do nitrogénio atmosférico e sua transformacao para uma forma biodisponivel através
do processo de nitrificagdo, fundamental para que os demais organismos possam utiliza-lo em
seu metabolismo, em especial os vegetais que frequentemente associam-se a esses

microrganismos para esse fim (Singh et al., 2022).

Adicionalmente, os microrganismos do solo t€ém papéis-chave na disponibilidade de
outros nutrientes como o fésforo e o ferro, que sdo solubilizados por substancias produzidas
pelas bactérias, entre elas os sideroforos, substincias quelantes que sdo capazes de reduzir

compostos do solo em formas biodisponiveis para as bactérias (Vieira et al., 2021; Sun et al.,



2022). Por isso, existe uma grande preocupacao acerca do impacto ambiental ocasionado pela

acdo antropica nas comunidades de microrganismos presentes no solo (Maron ef al., 2018).

Além dos impactos diretos relacionados a agricultura como a utilizagao de fertilizantes
e pesticidas, outros fatores relacionados a mudangas climaticas podem causar alteragdes nas
caracteristicas do solo e na composi¢ao de suas comunidades microbianas. O estudo de Zhou
e colaboradores indicou que as comunidades microbianas raras sdo mais sensiveis a alteragdes

de fatores de mudanca global (GFCs) do que as espécies mais comuns ao ambiente (Zhou et

al., 2020).

A Amazonia possui uma grande biodiversidade de microrganismos em seu solo. Essas
comunidades microbianas atuam em diversas atividades biogeoquimicas necessarias a sua
adaptacdo ambiental. A observagdao de variacdes dessas comunidades e sua distribuigao
génica em areas afetadas pelo impacto do agronegocio ¢ fundamental para compreender os
mecanismos atuais de resisténcia ao estresse ambiental e promover o desenvolvimento de

técnicas sustentaveis de crescimento agricola sem acarretar perda de produtividade

(Cardenas-Alegria et al., 2022).

3.2 O cultivo da pimenta-do-reino
3.2.1 A pimenta-do-reino

A pimenta-do-reino ou pimenta preta (Piper nigrum L.) pertence a familia das
piperaceae. A planta ¢ caracterizada como uma trepadeira, com raizes pivotantes (axiais) que
realizam a absorcao de nutrientes e raizes aéreas (fasciculadas) que auxiliam em sua fixagao,
ela pode alcangar at¢ 10m de altura. A planta comega a produzir frutos 3 anos apos seu
plantio, mas sua maior produtividade ocorre ap6s 10 anos de cultivo, e pode produzir frutos
por até 30 anos (Tarigan et al., 2023).

Em fungdo da caracteristica da pimenta-do-reino de ser uma planta trepadeira, para o
cultivo da pimenteira sdo necessarias estacas de suporte (Figura 1). De maneira geral, o
cultivo desta planta pode ser realizado utilizando estacas de madeira ou estacas de outros
materiais, chamado cultivo em tutor morto, ou podem utilizar arvores de baixa estatura como

suporte, o que se chama cultivo com tutor vivo ou sombreado (EMBRAPA, 2004).



Fonte: Infoteca EMBRAPA
Figura 1 — Cultivo de pimenta-do-reino, respectivamente, com tutor morto (Figura 1A) e com tutor vivo (Figura
1B).

Essa especiaria ¢ consumida em todo o mundo para fins alimentares e medicinais. A
pimenta-do-reino ¢ nativa da Asia, mais especificamente da India, e ¢ parte importante da
cultura alimentar da populacdo, além de ter aplicagdes na medicina tradicional onde ¢
utilizada como estimulante de apetite, remédio para tosse, diarreia, vermes entre outras
aplicagdes (Ashokkumar et al., 2021).

A pimenta-do-reino ¢ comercializada no mercado interno e externo, movimentando
cerca de 3,6Bi em 2024 (IBGE, 2024), sendo distribuida para fins alimenticios em todo o
mundo, tendo o Vietna seguido pelo Brasil como seus dois maiores produtores (Tarigan et al.,
2023; Obieze et al., 2023).

O sabor picante caracteristico dessa especiaria se d4 pela substancia bioativa mais
abundante em sua composic¢do, a piperina. Além da piperina, a pimenta-do-reino ainda ¢ rica
em flavonoides, fendis, terpenos e esterdis (Ashokkumar et al, 2021). Seus subprodutos
como a piperina € a oleorresina sdo aproveitados pelas industrias de cosméticos e
farmacéuticas (IBGE, 2023; Queiroga ef al., 2023) e vém sendo estudados por seu potencial

antifungico, antitumoral e antioxidante (Tarigan ef al., 2023).
3.2.2 A cultura da pimenta-do-reino no Brasil

A pimenta-do-reino foi introduzida no Brasil por volta do século XVII, mas chegou ao
Estado do Para apenas em meados de 1930 por imigrantes japoneses. Essa cultura tem sido
suporte econdmico de pequenos e grandes produtores da regido amazonica (EMBRAPA,
2004). Em 2004, o Para era responsavel pela producdo de cerca de 30 mil toneladas de

pimenta-do-reino, cerca de 85% da produg¢do nacional. Atualmente, o estado do Espirito Santo



encabeca a produ¢do nacional da especiaria tendo produzido cerca de 77 toneladas em 2023,
aproximadamente 60% da producgdo brasileira (EMBRAPA, 2004; IBGE, 2023).

Na regido amazonica, tradicionalmente era realizado o cultivo da pimenta-do-reino
com estacas de madeira o que contribuia para o desmatamento de espécies nativas
frequentemente utilizadas para esses fins, em resposta a essa problemadtica, a abordagem de
cultivo com tutor vivo comegou a ser introduzido na regido (EMBRAPA, 2004). O cultivo em
tutor vivo pode ser feito com diferentes tipos de plantas, na regido amazodnica ¢€
predominantemente utilizado a Gliricidia (Gliricidia sepium) por sua facilidade de obtengao e
associacdo com melhoramento da qualidade do solo (EMBRAPA, 2004; Florentino et al.,
2014).

O tutor G. sepium, da familia das Fabaceae, se destaca por seu potencial no
melhoramento da qualidade do solo, quando comparado ndo apenas ao tutor morto como
também a outros tipos de tutores vivos. O estudo de Dinesh e colaboradores indica que G.
sepium melhora a disponibilidade de nutrientes essenciais ao desenvolvimento das plantas
como nitrogénio. Além disso, esse estudo destaca o aumento da biomassa microbiana no
cultivo com esse tutor, sugerindo que os exsudatos deste tutor vivo podem estar aumentando a
atividade microbiana ao fornecer um habitat mais favoravel (Dinesh et al., 2010). Além da
preservacdo da vegetacdo, o cultivo sombreado exige apenas 50% da dose usada para o
cultivo com tutor morto, possivelmente em funcao de suas caracteristicas de melhoramento do
solo e aumento da biomassa microbiana (Queiroga et al., 2023).

O cultivo de pimenta-do-reino no Brasil enfrenta obstaculos, principalmente, doencas
associadas a presenca de fungos e virus, destacando-se a Podridao das raizes e ressecamento
dos ramos, Podriddao do pé e queima de mudas, Murcha, Podriddo Brancas das raizes, Galha
das raizes, Rubelose, Mosaico, Queima do fio, Queima da teia Micélica, Antracnose,
Podridao preta dos frutos e Podridao das estacas (Duarte e Albuquerque, 1999; Queiroga et
al.,2023).

Dentre essas doencas, a Podridao das raizes e ressecamento dos ramos, ocasionada
pelo fungo género Fusarium, tem um grande impacto na producao desse cultivo. Essa doenga
se destaca como um dos principais ocasionadores da morte precoce em pimenteiras, em geral
a vida 1til da planta ¢ de em média 12 anos, porém em plantas infectadas por Fusarium esse
numero pode ser reduzido a metade (Duarte e Albuquerque, 1999; Trindade et al., 2021). Essa
doencga ¢ favorecida no periodo chuvoso onde o solo se torna mais imido, destaca-se que a

regido amazodnica conta com chuvas frequentes em decorréncia de seu clima Equatorial umido



e semi umido e que esse fungo ja foi identificado em plantios com Gliricidia sepium na

Republica Dominicana (Fisch et al., 1998; Costa et al., 2020).
3.2.3 Solo adequado ao plantio de Piper nigrum

Existem algumas limitagdes quanto ao plantio de pimenta-do-reino em solos de
tropicos umidos, incluindo baixas reservas de nutrientes, a pimenteira precisa de um solo rico
em nutrientes e de facil drenagem (Dinesh et al., 2010; Queiroga et al., 2023). Na etapa de
germinagdo da semente ¢ ideal que a temperatura do solo seja pelo menos de 21°C para maior
eficiéncia, com adubagdo organica, uma fina camada de cobertura morta protegendo-o, € com
umidade constante. Essa cultura tem baixa tolerancia a escassez hidrica, exigindo umidade
percentual entre 60% e 95% e temperatura ideal em média de 28°C anuais (Queiroga ef al.,
2023; Kumar et al., 2021).

A pimenta-do-reino pode crescer em diferentes tipos de solo, como os latossolos
amarelos e vermelhos, argilosos e basalto fértil (Queiroga et al., 2023). Com relagdo a suas
caracteristicas, esse cultivo pode naturalmente reduzir o pH do solo (Zu et al., 2014; Nguyen
Van et al., 2025), Zu e colaboradores discutem os impactos da acidez em solos de
pimenta-do-reino. Eles observaram que o pH ideal para esse cultivo estd entre 5.0 - 5.5, com
valores inferiores a 3.5 a causando a inibi¢ao do desenvolvimento das raizes e prejudicando a
absor¢do de nutrientes do solo. Foi concluido entdo que pH baixos estdo associados a baixa
concentracdo de nutrientes como Ca e Mg nas raizes, o que explicaria a reducao na
produtividade (Zu et al., 2014).

Em 2006, Duarte ¢ colaboradores esclareceram as condi¢des de solo e clima
adequados ao cultivo da pimenta-do-reino no Brasil. E esperado temperaturas entre 21°C e
28°C, pelo menos 1.500mm de chuva anual, umidade relativa de 80% a 88%, e mais de 2000h
de brilho solar no ano. Os solos devem ter boa capacidade de drenagem e preferencialmente
serem argilosos para reter a umidade durante o ano, solos de varzea ndo sao recomendados
por prejudicarem o desenvolvimento das raizes em fung¢do de sua baixa oxigenacao, podendo
ocasionar infecgdes por patdgenos oportunistas (Duarte et al., 2006; Duarte e Albuquerque,

1999; Queiroga et al., 2023).
3.2.4 Comunidades microbianas em solo de Piper nigrum

O Vietna, maior produtor de pimenta-do-reino do mundo atualmente, ¢ uma grande
fonte de informagdes e pesquisas a respeito dessa especiaria. Um estudo realizado nesse pais

buscou identificar espécies-chave na rizosfera da pimenteira que servissem como



bioindicadores da satide ambiental, dessa maneira utilizaram amostras de um pomar doente e
um saudavel, curiosamente, o estudo demonstrou que as amostras de plantas doentes
possuiam uma maior alfa diversidade em relagdo as amostras saudaveis (Obieze et al., 2023).

Os filos dominantes em cultivares de pimenta-do-reino sdo Actinobactérias
(Actinomycetota), Proteobacteria (Pseudomonadota) e Chloroflexota no Vietna (Obieze ef al.,
2023). Uma amostra coletada na India, pais ber¢o desse cultivo, indicou maior abundancia
dos filos Pseudomonadota, Firmicutes (Bacillota) e Bacteroidota. A nivel de género, o solo
rizosférico de Piper nigrum apresenta grande abundancia de Pseudomonas (Parvathy et al.,
2024).

Todavia, um estudo da diversidade microbiana de solo e rizosfera em um monocultivo
de Piper nigrum apresentou uma maior abundancia relativa de Acidobacteriotas nos
cultivares, ressalta-se que essa pesquisa foi realizada na China com cultivares pelo menos 12
anos, portanto essa variacao pode ser decorrente desses fatores. Ainda, esse estudo revela uma
reducdo da alfa diversidade nas amostras de solo onde o monocultivo ocorreu por mais tempo,
inclusive houve aumento da abundancia de um patéogeno conhecido de pimenta-do-reino,
Fusarium, e reducdo da presenga de Pseudomonas/Bacillus benéficos (Li ef al., 2016).

Os estudos metagendmicos revelam que as bactérias sdo os organismos mais
prevalentes em microbiomas associados a rizosfera. Além disso, embora diferentes filos
possam compor a microbiota do solo, os filos Actinomycetota, Pseudomonadota, Bacillota ¢
Bacteroidota sao filos mais frequentemente identificados em microbiomas radiculares

(Knights et al., 2021).
3.3 Mecanismos de regulacio de comunidades microbianas em rizosfera

3.3.1 Recrutamento de microrganismos benéficos do solo

A colonizagdo bacteriana da rizosfera da planta pode ocorrer em multiplas etapas
(Figura 2), ele comeca com a secre¢do do carbono fotossintetizado pelas plantas através das
raizes. A disponibilidade desse nutriente no solo atrai as bactérias do solo em direcdo a
superficie da raiz. A ligacdo entre as bactérias e a superficie da raiz pode ser mediada pela
produgdo de substincias como as adesinas de superficie e posteriormente pela produgdo de

biofilme que proporciona maior adesao de comunidades bacterianas (Knights et al., 2021).
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Figura 2 — Processo de colonizag@o bacteriana das raizes das plantas.

A microbiota recrutada pela rizosfera se associa positivamente com a satde da planta,
através de diferentes mecanismos, entre eles a facilitagdo da aquisicdo de nutrientes € o
controle de patdgenos (Knights et al., 2021; Trivedi et al., 2020).

O estudo de Parvathy e colaboradores avalia as diferengas na composicdo de
rizomicrobiomas de duas espécies de Piper, P. nigrum e P. colubrinum, sendo a segunda
resistente a patogenos que infectam os cultivos da espécie comercial. As diferencas na
composi¢do microbiana identificadas nesse estudo sugerem a influéncia da rizosfera no
recrutamento da microbiota rizosférica (Parvathy et al., 2024).

A composi¢ao microbiana da rizosfera a nivel de género e espécie ¢ diretamente
influenciada por fatores abiodticos, e as pressdes seletivas impostas pelo gendtipo dos
hospedeiros. Em conclusdo, as interagdes entre exsudatos radiculares e os microrganismos
podem refletir em diferengas entre as comunidades microbianas no solo e na rizosfera
(Knights et al., 2021).

Muitos aspectos do recrutamento da microbiota rizosférica pelas plantas ainda sdo
uma incognita. Até 20% do carbono fotossintetizado pelas plantas pode ser liberado na forma
de exsudatos, secrecdes ou mucilagens. A liberacdo desses compostos ¢ mediada por
estimulos ambientais (Knights et al., 2021; Mavrodi et al., 2021). Além de servirem como
fontes de nutrientes para a rizomicrobiota, esses exsudatos também podem ser compostos por
moléculas sinalizadoras e metabdlitos secundarios cujas fungdes ainda ndo estdo
completamente esclarecidas. Analises de expressdo génica indicaram multiplos genes que sao
diferencialmente regulados pela secre¢ao de diferentes compostos pela rizosfera (Mavrodi et

al., 2021).



3.3.2 A regulagdo das comunidades rizosférica

A rizosfera ¢ um ambiente quimica e biologicamente muito ativo, uma série de
reacdes e interagdes entre a planta-microrganismo ocorrem simultaneamente nela (Knights et
al., 2021). As zonas bidticas da rizosfera sdo compostas pelos microrganismos dessa regiao e
o gradiente de substancias bioquimicas liberadas pelas raizes chamados de rizodepdsitos
(York et al, 2016), alteracdes na composi¢do destes rizodepodsitos afeta a comunidade
microbiana, especialmente a comunidade aderida a superficie da raiz (York et al., 2016).

A composi¢do dos rizodepdsitos pode afetar as comunidades microbianas de
diferentes maneiras, seja secretando compostos antimicrobianos contra patdogenos que
infectam a planta ou proporcionando um ambiente apto a sobrevivéncia de microrganismos
benéficos (York et al, 2016; Knights et al., 2021). Além disso, o gradiente de nutrientes da
rizosfera pode ocasionar a necessidade de competicao entre as comunidades rizosféricas pelo
nicho. Entre os mecanismos de sobrevivéncia e competi¢ado dos microrganismos pelo nicho
estd a producdo de antimicrobianos (Mullis ef al, 2019).

Existem dois mecanismos de competicdo entre os microrganismos, a competicao
indireta, que se da através da disputa pelo consumo dos nutrientes, ¢ a direta quando um dos
microrganismos ativamente inibe a proliferacdo do outro através da producao de substancias
inibidoras e toxinas (Mullis et al. 2019).

Embora genes para a produgdo de antimicrobianos esteja amplamente distribuida entre
os mais diversos taxons, os estudos em Actinobactérias recebe destaque pela predisposigao de
membros do seu filo em produzirem uma gama de metabolitos secundarios com potencial
antimicrobiano (Mullis et al., 2019). A capacidade desse filo em aplicacdes biotecnologicas
para regulacdo de comunidades de interesse através da producdo de antimicrobianos vem
sendo muito explorado por sua potencial aplicagdo no melhoramento da qualidade produtiva

de cultivos agricolas (Wang et al., 2021).

3.4 Ocorréncia de genes de resisténcia no solo

O solo ¢ um grande reservatorio de genes de resisténcia a antimicrobianos, muitos
deles com historico evolutivo de milhdes de anos em associacdo com a presenca de bactérias
produtoras (Kunhikannan et al., 2021; Chen et al., 2022). A pesquisa de Yuan e colaboradores
realizada na Antartica, area pouco alcangada pela acdo humana, identificou a presenca de

genes de resisténcia associados a bombas de efluxo para multiplas drogas. Ao mesmo tempo,



analises filogenéticas indicaram que alguns desses genes tém origem evolutiva anterior a
descoberta da penicilina (Yuan et al., 2019).

Em funcdo da disponibilidade de nutrientes, e por consequéncia a alta diversidade de
microrganismos, o solo € um /otspot para a troca de genes entre os microrganismos através da
transferéncia genética horizontal, o que favorece a disseminacdo de ARGs (Nesme and
Simonet, 2014). A presenca desses genes, embora natural, tem aumentado com o descarte
inadequado de antibidticos nos mais diversos ambiente, isso cria uma pressao seletiva que
induz a disseminacdo de genes de resisténcia na comunidade bacteriana (Shi et al., 2023;
Kunhikannan et al., 2021).

A resisténcia a antimicrobianos pode se dar por meio da transferéncia vertical ou
horizontal. Na transferéncia vertical, o gene que ¢ parte do DNA bacteriano e esta associado a
um fendtipo de resisténcia ¢ passado para as proximas linhagens (Pontes et al., 2018). A
transferéncia horizontal, por outro lado, ocorre quando a bactéria adquire o gene através de
mecanismos de transferéncia entre bactérias presentes no mesmo ambiente, esse método de
transferéncia ¢ fundamental para o surgimento de cepas resistentes (Shi et al., 2023; Goh et
al., 2024).

A transferéncia horizontal de genes ¢ mediada por elementos genéticos moveis
(MGEs), como os plasmideos, phagos e DNA extracelular (Shi et al., 2023; von Wintersdorff
et al., 2016). Ela ocorre por trés diferentes mecanismos: a transformacgdo, quando ocorre a
absorcdo de DNA livre no ambiente, por conjugacao, transferéncia direta do DNA de uma
bactéria para outra mediada por transposons ou plasmideos, e por transdu¢do onde a
transferéncia de DNA ¢ mediada por virus (Goh et al., 2024).

Além da pressdo seletiva imposta pela presenca de compostos antimicrobianos, como
os antibioticos, a presenca de genes de resisténcia pode persistir no ambiente em funcao de
outros mecanismos: como a co-selecdo, quando um gene de resisténcia necessdrio a
sobrevivéncia no ambiente estd ligado em um mesmo elemento genético movel (MGE) a
outros genes que conferem diferentes capacidades adaptativas a estressores. Outro mecanismo
¢ a resisténcia cruzada, quando um mesmo gene confere multiplas capacidades de resisténcia
a exemplo de bombas de efluxo multirresistentes. Adicionalmente, processos de co-regulacao
também contribuem para a permanéncia desses genes no ambiente, ocorrendo quando genes
relacionados a resisténcia a diferentes compostos possuem um mesmo regulador. Nesses
casos, a exposi¢do a um unico estressor leva a ativacdo de ambos os genes (Gilliaett et al.,

2024).



Dessa maneira, o impacto antropico tem desempenhado um papel significativo na
disseminagdo de genes de resisténcia a antimicrobianos (Cardenas-Alegria et al., 2024). No
contexto agropecuario, a utilizagdo de antibioticos pela industria pecuaria e de biocidas, que
contenham metais pesados em sua composicdo, e desinfetantes na produgdo agricola sao
fortes impulsionadores da disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos em solo
através da resisténcia cruzada entre esses compostos e os antibidticos (Gilliaett et al., 2024;
Thomas et al., 2020).

Diante desse cendrio, estratégias de manejo sustentaveis, como a utilizacdo de
bioinsumos, vém sendo exploradas (Wang et al, 2021; Aratjo et al, 2020). Nessas
abordagens, destacam-se microrganismos com potencial de promover o crescimento vegetal e
inibir fitopatdogenos, entre os quais as Actinobactérias ocupam um papel-chave, ndo apenas
por sua ampla disseminacdo em solos agricolas, mas também por sua gama de metabolitos
secundarios com ag¢do antimicrobiana, tornando-os elementos centrais para compreender o
potencial biotecnoldgico e os riscos associados a disseminacdo de genes de resisténcia em

solo (van Berjeik et al., 2020; Wang et al., 2021).

3.5 Actinobactérias

As Actinomycetotas compdem um dos filos de bactérias mais abundantes de
microrganismos. Suas colonias sdo caracterizadas por possuirem filamentos semelhantes a
micélios fungicos, com alta variabilidade morfolégica e metabodlica, elas sdo bactérias
gram-negativas de alto contetido G+C em seu DNA (Kathrik et al., 2022; Wang et al., 2021).
As actinobactérias estdo entre os filos mais abundantes em solo, inclusive em cultivos de
Piper nigrum, e desempenham papéis fundamentais em sua saude (Obieze et al., 2023; Araujo
et al., 2020).

Esse filo ¢ conhecido por sua capacidade de produzir uma ampla variedade de
metabolitos secundarios e bioativos com aplicagdes em diversos campos da biotecnologia
(Kathrik et al., 2022; Aratjo et al., 2020). Em especial, destaca-se por possuir uma diversos
membros conhecidos pela capacidade de produzir antibidticos de utilizagdo clinica e outros
compostos de acdo antifungica e anti-helmintica. Entre os membros desse filo, a familia
Streptomycetaceae destaca-se como um dos mais relevantes na produgdo de antimicrobianos
(Kathrik et al., 2022; Bergeijk e al., 2020).

As Actinobactérias em ambiente natural podem ser induzidas a produzir antibidticos

através de estimulos ecoldgicos. Alguns membros deste filo sdo capazes de estabelecer



relacdes de simbiose com as plantas, onde as plantas secretam exsudatos através de suas
raizes e podem mediar a ativagdo ou inativagdo da biossintese de antimicrobianos pelas
bactérias, atuando como inibidores de patogenos das plantas (van Berjeik et al, 2020).
Pesquisas anteriores correlacionam actinobactérias produtoras de antibidticos e a presenga de
genes de resisténcia. Isso ocorre como mecanismo de defesa da propria bactéria contra o
antibiotico que ela produz (Fatahi-Bafghi, 2019).

Conjuntos de estudos indicam o potencial deste filo na inibicdo de patogenos de
plantas como o oomiceto Phytophthora capsici e o fungo Sclerotium rolfsii (Anusree et al.,
2017), através da producdo de metabolitos de a¢do antimicrobiana. Dessa forma, as pesquisas
sobre a capacidade de diferentes cepas desse filo atuarem como bactérias benéficas (van
Berjeik et al., 2020) no solo de cultivos de interesse agricola vem se mostrando cada vez mais

promissora (Anusree ef al., 2017; Araujo et al., 2020; Wang et al., 2021).

3.6 Métodos moleculares para a caracteriza¢cido do microbioma do solo e rizosfera

Um dos métodos moleculares comumente utilizados para prospec¢ao de microbioma
trata do isolamento e sequenciamento de genomas. De maneira geral, esse método busca
compreender a composi¢do de um organismo de interesse prospectado do solo, geralmente

buscando por genes ou grupos de genes de interesse (Bouchez et al., 2016).

O surgimento e evolucdo das tecnologias de Next Generation Sequence (NGS) trouxe
consigo um aumento no nimero de pesquisas no campo de estudos de microbiomas. Enquanto
entre 2010 e 2020 haviam mais de 60.000 publicacdes para a busca por “Microbiome” no
pubmed, entre 2020 e 2024 o nimero ja ultrapassa 100.000 publicagdes. Isso se deve em
grande parte a evolucdo dos métodos de analise molecular e o desenvolvimento de técnicas

otimizadas para o estudo desses microbiomas (Bollmann-Giolai et al., 2020).

O sequenciamento de proxima geracdo de amostras ambientais, em especial em solo
onde existe uma alta diversidade de microrganismos, permite uma melhor compreensao da
estrutura microbiana do ambiente e as associacdes entre os organismos, além de proporcionar
insights valiosos sobre o impacto antropogénico nesses ambientes (Cardenas-Alegria et al.,

2022).

O sequenciamento gendmico em ambientes pode se dar por duas técnicas diferentes: o

amplicon e a metagendmica shotgun. Ambas as técnicas propiciam informagdes acerca da



diversidade ambiental e funcional no ambiente através de metodologias diferentes, sua

utilizacao depende do objetivo e condigdes do experimento (Usik et al., 2023).

A técnica de sequenciamento amplicon, realiza a amplificacdo de regides especificas
da amostra de DNA coletada. A amplificagdo acontece com base em biomarcadores das
espécies, geralmente caracterizados como genes house-keeping. Alguns marcadores mais
comuns em analises de DNA ambiental sdo as regides 16S para identificar bactérias, ¢ a
regido ITS, utilizada em estudos de ecologia de fungos. Todavia, a abordagem amplicon
permite a analise apenas de regides conhecidas tornando-o menos eficiente a analises
funcionais mais detalhadas, génicas ou de vias metabolicas (Chen et al., 2020; Bouchez et al.,

2016).

A técnica metagendmica shotgun, por outro lado, tem se destacado por fornecer uma
abordagem unica da andlise das comunidades microbianas como um todo, permitindo inferir
relagdes entre as espécies encontradas nas amostras, seus mecanismos de acdo e sua relagao
com o ambiente onde foi coletado. Essa técnica caracteriza-se pela extracao e sequenciamento
total das amostras de DNA ambiental, possibilitando insights a respeito das fungdes
bioldgicas codificadas nos genomas. De forma geral, a abordagem metagendmica shotgun
permite maior compreensdo das dindmicas das comunidades encontradas (Nesme ef al., 2016;

Vieira et al., 2021).

Assim, técnicas moleculares baseadas em sequenciamento de nova geracao
destacam-se em campos de pesquisa que visam compreender de que maneira os diferentes
manejos agricolas impactam as interagdes entre as plantas e os microrganismos do solo
(Knights et al., 2021; Cardenas-Alegria et al., 2022). Essas abordagens permitem observar
alteragdes na diversidade taxondOmica, assim como na distribuicdo de genes funcionais,

incluindo os genes associados a resisténcia a antimicrobianos (Cardenas-Alegria et al., 2022).

Dessa maneira, a escolha entre as abordagens deve ser baseada no objetivo do estudo e
na complexidade do ambiente analisado (Vieira et al, 2021). Essas consideracdes
fundamentaram a selecdo das técnicas e ferramentas utilizadas no presente trabalho para
identificar os possiveis impactos da selecdo do sistema de tutoragem na diversidade
microbiana e selecdo de genes de resisténcia associados ao solo e rizosfera de

pimenta-do-reino.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta da amostra

As diferentes amostras experimentais de solo foram coletadas no Plantio experimental
da empresa TROPOC - Produtos Tropicais de Castanhal localizada no municipio de
Castanhal, Pard (1°17'36.9"S 47°49'34.1"W). A coleta de solo foi realizada na fase orgéanica,
foram considerados dois cultivos de pimentas-do-reino cv. Bragantina (Piper nigrum L) com
idade de 3 anos, um cultivo realizado com tutor vivo, utilizando a espécie Gliricidia sepium
L., e o segundo cultivo com estacas, tutor morto, mas com o mesmo manejo agrondmico. O
manejo agrondmico das plantagdes consistia em adubagao quimica com NPK 20-60-80 FTE
30g/L adubacgido organica com 2L Torta de Mamona por planta.

Das amostras de solo foram consideradas para as coletas dois tipos de amostras em
cada um dos campos de cultivo: solo bulk, que sdo amostras de solo total, ¢ de solo de
rizosfera, cujo material estd aderido as raizes (TABELA 1). Os dois tipos de amostras de solo
foram coletadas, introduzindo uma draga com uma profundidade entre 15 e 30 cm, sendo
repetido cinco vezes o mesmo procedimento ao redor do caule da planta com distancia de
20cm, estas amostras foram colocadas em um recipiente para fazer o pool e sai compor uma
das réplicas da amostra de solo e raiz. Foram feitas trés réplicas biologicas (cada réplica de
uma diferente planta de pimenta-do-reino) para cada tipo de amostra, totalizando 12 réplicas
amostrais no total. A seguir, foram selecionadas todas as raizes da planta e amostras de solo e
colocadas, separadamente, em tubos falcon de 50 mL,e depositadas em uma garrafa com

nitrogénio liquido e transportadas para o laboratorio.

TABELA 1 — Descri¢cdo das amostras utilizadas no estudo, indicando os codigos atribuidos a cada
tipo de solo com base na presenca ou auséncia de rizosfera e no tipo de tutor (vivo ou morto).

Amostra | Tipo

STM Solo bulk com tutor morto
RTM Solo rizosférico com tutor morto
STV Solo bulk com tutor vivo (Gliricidia sepium)

RTV Solo rizosférico com tutor vivo (Gliricidia sepium)




4.2 Extracio de DNA

As amostras coletadas das diferentes plantas de solo bulk foram conservadas em
nitrogénio liquido, inicialmente foram fragmentadas em tubos eppendorf de 2 mL, e
conservados a -20 °C, uma destas aliquotas foram utilizadas na extragdo do material genético
segundo as indicagdes do kit comercial DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen). Para as amostras
de rizosfera, no tubo contendo a raiz com solo aderido foram colocados 50 mL de buffer
(0.75% KH2PO4, 0.95% K2HPO4, and 1% Triton X-100 in ddH2O, filter-sterilized at 0.2
uM), a seguir foram colocados em shaker por 30 min com rotacdo de 200 rpm, a suspensdo
foi centrifugada e concentrada em tubos eppendorf de 2 mL para posterior extragdo de DNA.
A qualidade do material genético foi verificada com eletroforese horizontal, e a concentragao

do indice de pureza foi determinada mediante absorbancia.
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Figura 3 — Metodologia de coleta e extragdao de DNA.

4.3 Sequenciamento

A preparacdo das bibliotecas de sequenciamento foi realizada com o kit Nextera XT
DNA Library (Illumina) para leituras paired-end (2x150 pb) na plataforma Illumina NextSeq
500/550 High Output.

4.4 Analises bioinformaticas
4.4.1 Anélises de diversidade

As andlises de diversidade foram realizadas conforme o fluxograma da figura 4. Os

dados brutos foram filtrados utilizando o software Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para



remover as leituras e/ou extremidades das leituras com qualidade inferior a Phred 20 a partir
de uma janela de 4 pares de bases e mantendo apenas as leituras com tamanho superior a 49
pares de base.

A atribuigdo taxonomica dos dados foi realizada com o software Kraken 2 (Wood et
al., 2019), utilizando o banco de dados "PlusPFP" (v.12/28/2024). Pela plataforma Pavian
(Breitwieser and Salzberg, 2019) foram obtidas as tabelas de abundancia para os niveis
taxonOmicos. A andlise de alfa diversidade de Shannon foi calculada utilizando o pacote
alfa.diversity da biblioteca scikit-bio do Python. A avaliagao da beta diversidade foi realizada
utilizando ANOSIM e NMDS através do Microbiome Analyst (Lu et al., 2023).

Para as analises de composi¢ao das comunidades bacterianas inicialmente foi realizada
a normalizacao dos dados com MinMaxScaler da biblioteca sklearn do python para entdo ser
processada com um o algoritmo I[Forest da biblioteca Alibi-detect (v.0.12.0) que realiza a
remoc¢ao de outliers extremos, daqui foi feita a filtragem para a criagdo da tabela com as
Actinomycetotas. Para melhor visualizacdo das familias de bactérias, foi aplicado um filtro do
intervalo entre a mediana dos dados e o limite superior (IQR +3). Os graficos foram gerados

pela ferramenta do Orange Data Mining (v. 3.38.1).

Analises de Diversidade

DerrickWood/
kraken2p,  cprp

foreitwieser/pavian

6

scikit-bio - 1 he

Shannon

sklearn ﬁ » —

MinMaxScaler python ,
Alibi-detect- Actinomycetotas Orange Data Minning
IForest

K-mean cluster

Figura 4 — Metodologia de anélises de diversidade.
4.4.2 Analises dos genes de resisténcia a antibidticos

A andlise de genes de resisténcia a antimicrobianos (Figura 5) foi realizada pelo

CARD (Alcock et al., 2023) utilizando o banco de dados WildCard (v.3.2.6). A normalizacao



da abundancia para os genes de resisténcia foi realizada segundo descrito por Inda-Diaz et al.

(2023), utilizando apenas aqueles com cobertura média percentual >75%.
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Figura 5 — Metodologia de andlises de resisténcia.
4.4.3 Andlises estatisticas

Os testes de Shapiro-Wilk, Anova/Kruskal-Wallis e T-test para avaliacao,
respectivamente, da normalidade dos dados e busca por diferengas significativas foram
realizados através de um script em Python utilizando as bibliotecas SciPyStats e
scikit.posthocs (Figura 6).

Para a avaliagao de presenca das espécies de Actinobactérias, utilizou-se como critério
a presenga da bactéria nas trés réplicas do grupo. Para genes de resisténcia, o critério foi a
presenga de pelo menos duas leituras alinhadas por grupo (abundancia > 0.6), pois a andlise
dos genes de resisténcia realiza uma filtragem prévia baseada no percentual de cobertura
(>75%). Os genes de resisténcia foram avaliados a partir do método de agrupamento
hierarquico utilizando uma matriz de similitude com o método de Morisita através da
ferramenta Orange Data Mining (v.3.38.1).

Os graficos deste trabalho foram feitos por scripts em Python (3.11.11) utilizando as
bibliotecas Upsetplot, Seaborn, Pandas, Numpy e Matplotlib.pyplot. E as Principal
Component Analyses (PCA) foram feitas através das bibliotecas Matplotlib, com a

padronizagdo dos dados feita através do StandardScaler da biblioteca Scikit-learn.
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Figura 6 — Fluxograma das analises estatisticas.



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Indices de diversidade bacteriana

Através do Kraken2, observou-se que os organismos identificados pertenciam
majoritariamente ao dominio Bacteria, compondo em média ~97% do microbioma amostras
(Figura 7), assim foi realizada a identificacdo taxonomica de até 9.632 e 10.019 bactérias em

amostras de solo rizosférico e solo bulk, respectivamente.

NOME RANK TID  MAX emyi wa RTM3 RTVI RV RTVG STML  STM2 STM3 SVI St STV

Bacteria D 29Tl 9542  9524%  9632%  9584%  95.39%  9465% . %3 9691% %64%  91.04% 96.93%
Eukaryota D 59 4616 3831% 408 2931% 3448% 3917% 46l6% L1981% 269%% 2.066% 26035% L9T% 2192%
Archaea D 257 09876 0.7137% 0.6396% 0.7098% 0.6829% 0658% 06974% 08736% 0897 0.9876% 0.928%% 0.957% 0.8436%

Viruses D 10239 0.03396 0.03189% 0.03165% 0.03029% 0.03167% 0.03042% 0.03283% 0.03425% 00353% 003898% 0.03462% 0.0356%% 0.0362%

FIGURA 7 — Composigao percentual das amostras a nivel de dominio taxondmico.

De acordo com o indice de alfa-diversidade de Shannon (Figura 8), a diversidade em
solo mostrou-se consistentemente maior que em rizosfera para ambos os sistemas de
tutoragem (Kruskall-Wallis p-value= 0,03290). Dessa maneira, a diversidade microbiana das
espécies que correspondem ao filo bacteriano das Actinobactérias evidenciou-se em solo bulk
com valores de até 7.05, e em solos rizosféricos até 6.99, sendo possivel observar em todas as

amostras uma reducdo de diversidade bacteriana entre solo bulk e rizosfera (TABELA 2).
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FIGURA 8 — Indice de alfa-diversidade Shannon para bactérias (A) em geral e especificamente para o

filo das Actinobactérias (B).



Os indices de beta-diversidade NMDS (Stress = 0) e ANOSIM (R = 0.88889; p-value
< 0.1) para solo bulk e rizostera com tutor vivo indicam que os dois grupos tém sua distancia
bem representada pela matriz e que os dois grupos estao bem separados um do outro, ou seja,
esses indices fortalecem a possibilidade de existirem diferengas entre as composi¢cdes
ecoldgicas desses grupos (solo bulk e rizosfera), implicando na capacidade da rizosfera de
recrutar organismos de interesse em detrimento de outros. Para solo bulk e rizosfera com tutor
morto, NMDS (Stress = 0) e ANOSIM (R = 0.6296) com o mesmo valor de significancia
anterior, indicam que o grupo também estd bem representado pela matriz distdncia, mas nao

tdo bem separado quanto em tutor vivo.

TABELA 2 — indices de diversidade Shannon para as amostras de solo rizosférico e solo bulk para
os dois sistemas de tutoragem.

Amostra indice Shannon indice Shannon Actinomycetota
ST™M 7.95+0.01 7.04 £0.011
RTM 7.84£0.04 6.98 +0.029
STV 7.94 £0.02 7.05+0.015
RTV 7.83 +0.03 6.99 + 0.002

A rizosfera das plantas tem capacidade de atrair microrganismos de interesse do solo
por meio da liberagdo de substancias através de suas raizes (rizodepoésitos), esses
microrganismos recrutados desempenham importantes papéis relacionados a protecao e
nutricdo da planta (York et al., 2016; Knights et al, 2021). A auséncia de diferengas
significativas na diversidade pela influéncia do tutor ¢ corroborada por outros estudos que
obtiveram resultados semelhantes ao avaliar as diferencas nas comunidades microbianas na
rizosfera de espécies de plantas diferentes (French et al., 2017; Fu et al., 2022). O estudo de
Li e colaboradores, realizado em 4 cultivos de P. nigrum com diferentes idades, mas mesmo
manejo agrondmico, também ndo apresentou diferenca estatistica em sua alfa diversidade,
embora sugira diferengas em sua composicao (Li ef al., 2016).

O filo das Actinomycetotas também nado apresentou diferencas significativas de
diversidade entre os tutores. A homogeneidade dos resultados de diversidade bacteriana, e em

especial do filo das Actinobactérias, podem ser atribuidos a distancia geografica entre os



pontos amostrais neste estudo e a forte capacidade de dispersdo e resiliéncia dos tdxons
bacterianos (Araujo et al., 2020; Na et al., 2018).

Com base nisso, a escolha do tutor ndo apresentou evidéncias de representar um fator
de risco a diversidade microbiana avaliada neste estudo. Observa-se que a substitui¢do do
tutor morto, método mais oneroso € pouco sustentavel (EMBRAPA, 2004), pelo tutor de G.
sepium nao ocasionou impactos negativos nos indices de alfa-diversidade microbiana,

incluindo o filo das Actinobactérias.

5.2 Composicao bacteriana

Entre os filos das bactérias identificadas, a maior prevaléncia foi dos filos
Pseudomonadotas (~50) e Actinomycetota (~35%), respectivamente (Figura 9). Estes filos
identificados representam mais de 80% da composi¢do da amostra, além disso existem
evidéncias de que varias espécies desses filos estdo associadas a sintese de moléculas com
capacidade de promover o crescimento de plantas como auxinas, além da produgdo de
antibidticos que auxiliam a prote¢do contra patogenos de plantas como Fusarium, P. capsci e

S. rolfsii (Wang, 2023; Anusree e Suseela Bhai., 2017).
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FIGURA 9 — Abundancia relativa da composigdo das amostras a nivel taxondmico de filo.

A composi¢do bacteriana foi observada a nivel de familia (Figura 10),
Streptomycetaceae destaca-se como a mais abundante em todas as amostras, com mais

incidéncia em RTM. Ressalta-se que as amostras de solo bulk agrupam-se entre si, assim



como as de solo rizosférico, indicando que existem mais semelhangas a respeito do tipo de
amostra (se solo bulk ou rizosférico) do que a cerca do sistema de tutoragem.

A prevaléncia da familia Streptomycetaceae em RTM pode ser um indicativo de que
essas bactérias podem estar desempenhando fun¢des no desenvolvimento da planta. Além
dela, outras bactérias sdo prevalentes nas amostras, sendo elas correspondentes aos filos
Actinomycetota € Pseudomonadota. A abundancia das Actinobactérias, teve uma distribui¢ao
semelhante entre as amostras, com excecao da familia Mycobacteriaceae cuja prevaléncia
ocorre em solo rizosférico (RTM e RTV). Quanto a distribui¢do das proteobactérias, foram
consistentemente mais abundantes em STM (seguido por RTM, STV e RTV,
respectivamente). Dessa forma, a menor abundancia de Pseudomonadaceae em RTV pode
indicar que a presenca do tutor G. sepium, conhecido por sua contribui¢do na fertilidade do
solo, influencia no recrutamento de membros dessa familia (Florentino et al., 2019). Ainda, a
remocdo das familias com maior abundancia, como dados extremos, permitiu observar mais
diferengas no perfil de composicao dos grupos. Sugerindo que as bactérias que desempenham
fungdes especificas aos diferentes grupos podem ndo estar localizadas entre as mais

abundantes.
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FIGURA 10 — Heatmap da composi¢do bacteriana (familias taxondmicas) das amostras usando
agrupamento por K-mean, (A) contendo a filtragem por outlier da Alibi-detect e (B) ap0ds a filtragem dos valores
extremos através da selecao do intervalo de dados entre a mediana e o limite superior (IQR + 3)

Entre as Actinobactérias, o género Streptomyces foi o de maior abundancia em todas
as amostras, sobretudo em RTM (Figura 11). Esse género ¢ frequentemente identificado em
amostras de solo (Karthik et al., 2022), isso pode estar relacionado a fungdo bioldgica
desempenhada pelas diferentes espécies de Streptomyces dentro desse ambiente como a
producdo de antibidticos naturais, peptideos antimicrobianos, sideroforos, fitohormonios e
outros (Anusree et al., 2019; Gowdar et al., 2018). Assim, o recrutamento desse género pode
estar associado a protecdo contra fitopatdgenos, mas também ao aumento da disponibilidade

de nutrientes e promogao do crescimento das plantas.
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Figura 11: Heatmap da abundancia dos géneros de Actinobactérias em amostras de solo e rizosfera com os
sistemas de suporte em tutor vivo e tutor morto.



5.3 Perfis das espécies de Actinobactérias

Observa-se que entre o total de 1.899 Actinobactérias identificadas nesta analise
(Figura 12), 1.793 (n%) sdo comuns aos 4 grupos de amostras (STM, STV, RTV e RTM). Em
solo, 44 espécies sao comuns nas amostras de solo bulk e ausentes em rizosfera. Além disso,
13 bactérias sdo exclusivas em STM, e 8 sdo exclusivas a STV. A nivel de tutor, apenas o solo

rizosférico com tutor vivo possui a bactéria exclusiva Streptomyces sp. 44414.

Por outro lado, existem 18 bactérias presentes em todas as amostras mas ausentes em
RTYV, e outras 18 ausentes apenas em RTM. Interessantemente, Thapa et al. (2024) realizou
uma comparagdo molecular entre diferentes cepas de Streptomyces e seus resultados
indicaram que, independente da variacdo geografica, pode existir uma grande semelhanca
entre os metabolitos produzidos pelas bactérias desse género quando crescidas nas mesmas
condigdes (Thapa et al., 2024). Isso poderia indicar que apesar das rizosferas recrutarem
conjuntos diferentes de Streptomyces essas bactérias podem desempenhar fungdes
semelhantes no ambiente. Uma analise mais aprofundada do metabolismo dessas bactérias nas
diferentes amostras seria necessaria para determinar quanta influéncia a rizosfera e o tutor tém

na inducao da produgao de metabolitos por Streptomyces.
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FIGURA 12 - UpSet plot demonstrando a sobreposi¢ao e exclusividade de espécies de Actinobactérias

entre as amostras analisadas.

A anélise do grupo recrutadas do solo por RTV (TABELA 4), mas nao pela rizosfera

com o tutor morto, permitiu observar o perfil de bactérias exclusivo a esse sistema de

tutoragem. Entre elas, observam-se espécies associadas ao biocontrole de fitopatdgenos,

relacionadas a producao de compostos bioativos, com capacidade de degradar poluentes como

metais pesados e sintetizar compostos de importidncia agricola (Wang et al., 2021).

Destacam-se na literatura as bactérias Streptomyces griseorubiginosus, Rhodococcus sp. 11-3,

Paernathrobacter sp. Rl e Microbacterium sp. AISO3, por sua producdo de metabolitos

secundarios promotores do crescimento das plantas (Chai et al., 2022), biocontrole de

patogenos, aumento da disponibilidade de nutrientes no solo e biorremediagdao de poluentes

como compostos organofosforados e metais pesados (Xiao et al., 2022; Iyer et al., 2017).

Tabela 4: Tabela de bactérias recrutadas por RTYV, ou seja, presentes em RTV, STV e STM, mas ausentes

em RTM.

Actinomycetota

Actinoplanes sichuanensis
Actinoplanes sp. OR16
Arthrobacter sp. J3.49
Aurantimicrobium minutum
Aurantimicrobium sp. INA4
Brevibacterium sp. Ap13
Candidatus Planktophila vernalis
Gordonia ajococcus
Microbacterium sp. AISO3
Microbacterium sp. Se5.02b
Microbacterium sp. Se63.02b
Mycobacterium orygis
Paenarthrobacter sp. R1
Pseudonocardia sp. EC080619-01

Rhodococcus sp. 11-3

RTM

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

RTV

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

STM

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

STV

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente



Streptomyces griseorubiginosus Ausente Presente Presente Presente
Streptomyces sp. ICC1 Ausente Presente Presente Presente

Streptomyces sp. LBUM 1475 Ausente Presente Presente Presente

Com isso, ¢ possivel que a condigdo RTV contribua no recrutamento de bactérias
associadas a produgdo de compostos promotores do crescimento das plantas € mecanismos de
protecao contra fitopatdgenos, como a regulacdo da resposta enzimatica de defesa da planta.
A presenca de G. sepium poderia favorecer também bactérias que ajudam ao desenvolvimento
da planta, corroborando o estudo anterior de Dinesh e colaboradores (2010) que observou
aumento da biomassa microbiana e disponibilidade de nutrientes no solo com o tutor G.

sepium (Dinesh et al., 2010).

As Actinobactérias recrutadas em RTM (Tabela 5), se caracterizam pela biossintese e
resisténcia a uma série de antibidticos entre os quais estdo carbapenem, monobactam,
clorafenicol e estreptomicina (Caradec et al., 2022; Chen et al., 2020). Dentre as bactérias
recrutadas em RTM, temos: Dactylasporangium fulvum,  Streptomyces sp. S501 e
Nocardioides sp. LMS-CY (Cheng et al., 2021), e podem estar envolvidas na disseminacao
de AMRs.

Tabela 5: Tabela de bactérias recrutadas por RTM, ou seja, presentes em RTM, STV e STM, mas ausentes
em RTYV.

Actinomycetota RTM RTV STM STV
Arthrobacter sp. AQ5-05 Presente Ausente Presente Presente
Arthrobacter sp. FW306-05-C Presente Ausente Presente Presente
Arthrobacter sp. H16F315 Presente Ausente Presente Presente
Candidatus Planktophila sulfonica Presente Ausente Presente Presente
Corynebacterium caspium Presente Ausente Presente Presente
Corynebacterium sp. sy039 Presente Ausente Presente Presente
Dactylosporangium fulvum Presente Ausente Presente Presente
Microbacterium sp. PAMC21962 Presente Ausente Presente Presente
Micrococcus sp. V7 Presente Ausente Presente Presente

Mycobacterium conspicuum Presente Ausente Presente Presente



Mycolicibacterium sp. P1-18 Presente Ausente Presente Presente

Nocardioides sp. LMS-CY Presente Ausente Presente Presente
Rhodococcus sp. AD45 Presente Ausente Presente Presente
Rhodococcus sp. AH-ZY2 Presente Ausente Presente Presente
Rhodoluna sp. KAS3 Presente Ausente Presente Presente
Streptomyces sp. 14R-10 Presente Ausente Presente Presente
Streptomyces sp. S501 Presente Ausente Presente Presente
Streptomyces sp. Tue6028 Presente Ausente Presente Presente

A espécie de Streptomyces sp. 44414, identificada nas amostras de RTV ndo tem
informacdes deste tipo de relacdo. Todavia, essa bactéria pode apresentar fungdes
relacionadas a transferéncia de genes entre as espécies por meio da disseminagao intramicelial

de plasmideos (Zhang et al., 2008).

5.4 Genotipo de resisténcia
5.4.1 Analise de diversidade de genes de resisténcia a antimicrobianos

Com a avaliacdo do gendtipo de resisténcia através dos indices de alfa-diversidade de
Fisher e riqueza (Tabela 6), observou-se que RTV, quando comparado aos demais, apresenta
uma menor diversidade de genes de resisténcia a antimicrobianos e também menor riqueza.
Também ¢ possivel observar que as amostras de solo tem uma maior riqueza de genes de
resisténcia, possuindo um maior arcabougo genético quando comparado a rizosfera, que pode
ser um indicativo de que em rizosfera apenas os genes essenciais a manutencdo da

sobrevivéncia da sua microbiota sdo recrutados.

A diversidade alfa dos genes de resisténcia identificada foi maior nas amostras de solo
bulk comparado com as de rizosfera, assim como se observa nas amostras de STV (Fisher:
0.91 £ 0.10) e RTV (Fisher: 0.36 = 0.06), com diferengas significativas (t-test, p-value =
0.01). No entanto, ndo foram identificadas diferencas na diversidade entre as amostras com o
tutor morto RTM (Fisher: 0.89 + 0.40) ¢ STM (Fisher: 0.92 £ 0.01) ¢ sem diferencgas

estatisticamente significativas (t-test; p-value = 0.89) entre os grupos.



Esses resultados implicam na potencial participacdo de G. sepium na sele¢ao dos genes
de resisténcia recrutados para a rizosfera em tutor vivo, mais estudos sdo necessarios para
poder entender melhor como esta planta ajuda no desenvolvimento da pimenta, como neste
caso do recrutamento de microrganismos. Por sua vez, foi possivel observar que as amostras
de solo tem uma maior diversidade de genes de resisténcia, possuindo um maior arcabougo

genético quando comparado a rizosfera, indicando de que em rizosfera apenas os genes

essenciais a manutencao da sobrevivéncia da sua microbiota sao recrutados.

TABELA 3 — Média dos indices de alfa-diversidade fisher para os genes de resisténcia.

Amostras Fisher Riqueza
RTM 0.89 £0.40 5.0
STM 0.93 +£0.02 7.3
RTV 0.36 = 0.06 2.6
STV 091+ 0.10 6.3

5.4.2 Genes de resisténcia a antimicrobianos

Os padroes de abundancia dos genes de resisténcia a antimicrobianos (Figura 13)
sugerem que a estrutura microbiana nos diferentes grupos exerce um papel fundamental na
selecdo dos genes de resisténcia. O gene acrB associado a uma bomba de efluxo que confere
multirresisténcia a diversas drogas, destaca-se em ambas as amostras rizosféricas. Esse gene ¢
amplamente identificado em diferentes ambientes, inclusive em solos pouco impactados,
como o solo Antartico (Yuan et al., 2019). Sua alta prevaléncia pode estar relacionada ao fato
de que esse gene confere resisténcia a uma ampla gama de antibidticos, permitindo as

bactérias um mecanismo de defesa versatil.
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FIGURA 13 - Analise de similitude entre as amostras realizada através da ferramenta Orange Data
Mining v. 3.38.1 utilizando a matriz distdncia de Morisita com gene gacG em destaque.

Além disso, Nishino e colaboradores (2021), indicam que acrB tem um papel na
excrecao do sideroforo enterobactina para o exterior da bactéria, esse sideroforo € excretado
pela bactéria como mecanismo para facilitar sua obtencdo de ferro do ambiente (Nishino et
al., 2021). A secre¢do de sideréforos foi destacada em estudos como um dos mecanismos de
interesse em bactérias promotoras do crescimento de plantas em funcdo de sua capacidade de
aumentar a biodisponibilidade de ferro para as plantas através da quelacdo da forma
inorganica de Fe*’ (Sun et al., 2022). Embora a participacdo deste gene tenha sido relatada na
literatura em E. coli patogénicas (Nishino et al., 2021), € possivel que ele possa desempenhar

diferentes funcdes bioldgicas em bactérias ambientais presentes em cultivos agricolas.

Em RTM, os genes SHV-160 e VanR destacam-se por sua abundancia, e estdo
relacionados a resisténcia a betalactaimicos e glicopeptideos através da inativagao do
antibiotico e da alteracdo do alvo, respectivamente. Isto sugere uma comunidade com maior
diversidade de resisténcia, possivelmente associada ao maior recrutamento de espécies
potencialmente relacionadas a producgdo de antibidticos que possam atuar como inibidores de

fitopatdgenos (Yasir et al., 2022, Alonso-Reys et al., 2021).

Por outro lado, RTV possui uma menor diversidade de genes de resisténcia, onde o
gene gacG destaca-se por sua relagdo com uma bomba de efluxo relacionada a resisténcia a
desinfetantes e antissépticos. A ocorréncia desse gene em maior abundancia em rizosfera de

tutor vivo, pode indicar uma maior demanda deste gene na adaptacdo das comunidades



microbianas relacionadas a este cultivo, possivelmente em decorréncia da aplicagdo de

biocidas ou do protocolo de desinfeccao das mudas de G. sepium.

Em solo com tutor morto (STM) houve prevaléncia de genes relacionados a resisténcia
a aminoglicosideos, glicopeptideo e multirresisténcia a antimicrobianos através dos genes
AAC(3)-iib, VanR e acrB. Da mesma forma, em STV, destacam-se as abundancias relativas

dos genes opcM, que ¢ uma bomba de efluxo da familia RND, e gene VanR, do cluster VanO.

Com base na abundancia e riqueza dos genes, a amostra RTV apresenta um perfil de
resisténcia distinto com relagdo as demais amostras. Isso sugere a influéncia do tutor vivo na
selecdo de AMRs na rizosfera. Adicionalmente, através dos clusters de genes ¢ possivel
associar essa diferenga ndo apenas ao gene gacG, cuja incidéncia ocorre apenas em RTV, mas

também com a maior variedade e abundancia de AMRs nas demais amostras.

As andlises anteriores de presenca de Actinomycetota poderiam indicar que a rizosfera
com tutor morto possui um maior nimero de bactérias exclusivas relacionadas a produgao e
resisténcia a antibidticos em comparagdo com o tutor vivo, cujas bactérias exclusivas sdo
frequentemente relacionadas a promog¢ao do crescimento da planta. A maior diversidade de
genes de resisténcia observados na amostra RTM pode estar associada a diferenca no

recrutamento das actinobactérias pelas rizosferas com tutor vivo e com tutor morto.

Portanto, ¢ possivel que a selecdo de AMRs esteja sendo influenciado pela presenga do
tutor vivo Gliricidia sepium, através da atenuacdo da necessidade de amplificacdo génica
adicional, ao suprir parcialmente as demandas metabolicas do microbioma (Juanico et al.,
2023). Em contraste, na auséncia do tutor vivo, tais necessidades poderiam intensificar o
incremento da abundancia desses genes, favorecendo sua persisténcia e disseminag¢do no

ambiente.

Dessa maneira, os genes de resisténcia em solo agricola ndo devem ser interpretados
unicamente sob a Otica de resisténcia a antimicrobianos relacionada ao impacto antropico,
mas deve-se considerar a participacdo desses genes no metabolismo fundamental das
comunidades microbianas presentes no solo e as interagdes entre elas. Assim, esses genes
podem ter participacdo na disponibilidade de nutrientes e competicdo entre o0s
microrganismos. Sugere-se, a partir desses resultados que o perfil de resisténcia em RTM

talvez seja ocasionado pela maior disputa pelo nicho em fungdo da menor disponibilidade de



nutrientes quando comparado ao tutor vivo que conta com o G. sepium além da

pimenta-do-reino para a secre¢ao de substancias no horizonte rizosférico.
5.4.3 Mecanismos de resisténcia

Entre os mecanismos de resisténcia identificados (TABELA S1), observa-se em
rizosfera a prevaléncia de mecanismos relacionados a bombas de efluxoem RTV e inativagao
do antibidtico seguido por bombas de efluxo em RTM (Figura 14) . Em solo, destacam-se os

mecanismos relacionados ao efluxo, inativagdo de antibioticos ¢ a alteracao do alvo.
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FIGURA 14 - Catplot-swarm da distribui¢do normalizada média dos tipos de mecanismos de
resisténcia.

As bombas de efluxo s3o um mecanismo importante para a sobrevivéncia de bactérias
em ambientes com pressdo seletiva, por isso sao fortemente disseminadas nos mais diversos
ambientes. Desse modo, tendo em vista que esses genes possuem uma historia evolutiva
anterior a disseminac¢do do uso antropico de antimicrobianos como ¢ sugerido por estudos
realizados em solo antartico (Yuan et al., 2019), a presenga de genes relacionados a bombas

de efluxo ndo sdo necessariamente sinais de contaminagdo por antibidtico causada pela acao



antropica, mas uma resisténcia natural induzida pela presenca de microrganismos produtores

de antibiodticos (Ramakrishna et al., 2019).

Além da sobrevivéncia bacteriana a antimicrobianos, as bombas de efluxo estdo
envolvidas em diversas fun¢des do metabolismo das bactérias como a excrecao de substancias
que solubilizam nutrientes como o ferro (Nishino et al., 2021). Sua maior incidéncia nas
amostras rizosféricas em detrimento das de solo pode indicar que esse mecanismo realiza

fungdes relacionadas a disponibilidade de nutrientes captados pelas raizes.
5.4.4 Perfil de resisténcia AMRs

Foram identificados 28 genes de resisténcia entre os grupos amostrais (Figura 15).
Entre os resultados obtidos na analise de presenca de genes (TABELA 4), observa-se a
auséncia de genes de resisténcia exclusivos de tutor vivo e a presenca de apenas um gene

exclusivo no conjunto tutor morto.
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FIGURA 15 — Analise das intersecgdes e exclusividades dos genes de resisténcia entre as amostras
utilizando genes com cobertura >75% e pelo menos duas leituras alinhadas para o grupo.



Todas as amostras compartilham a presenca de 7EM-230, gene relacionado a
resisténcia a drogas da classe dos betalactimicos: monobactam, cephalosporin, penam e
penem através da inativacao do antibiotico. Esse gene pertence a familia TEM beta-lactamase
e ¢ comumente identificado em enterobactérias, pertencentes ao filo das Pseudomonadotas

(Ranjbar e Sami, 2017).

TABELA 4: Genes relacionados a resisténcia antimicrobiana exclusivos a cada amostra.

RTM RTV STM STV
CTX-M-11 mdtB AAC(3)-1Ib MexC
Klebsiella
pneumoniae
KpnF qacG BKC-1 OprZ
SHV-160 - KPC-22 TriC
qacl - MexD YajC
Pseudomonas
aeruginosa
- - CpxR amrB
- - IfrA mphA
- - rosA rsmA
- - smeS -

O gene opcM esta relacionado a uma bomba de efluxo que confere resisténcia a
fluoroquinolona e aminoglicosideo. Independente do tutor, identificou-se o gene opcM nas
amostras de solo bulk, enquanto nos grupos da rizosfera o gene ndo foi identificado, o que
poderia indicar que os microrganismos que carregam esse gene ndo estdo envolvidos no

metabolismo rizosférico nem na promogao do crescimento da planta.

O gene dfrB3 esta ausente apenas na amostra RTV (Tabela 5), esse gene tem relagao a
resisténcia a diaminopyrimidine através da alteracdo do alvo do antibiotico. Apesar de
relatado em maior propor¢do em solos sem adubagdo com esterco bovino (Macedo et al.,
2021), o manejo de todas as amostras avaliadas neste estudo ¢ realizado com adubo de torta
de mamona. O estudo de Kneis e colaboradores (2023) indica a possibilidade desse gene ter
parte de suas copias compondo cassetes de resisténcia, assim, existe a possibilidade desse
gene estar presente na amostra ndo por ativagdo pelo estressor diaminopyrimidine, mas pelo

mecanismo de co-sele¢do de outros genes (Kneis ef al., 2023).

TABELA 5 — Genes identificados em bulk solo (STM e STV) e solo rizosférico com tutor morto
(RTM), mas nio identificados nas amostras de solo rizosférico com tutor vivo (RTYV).



GENE Classe da Droga | RTM RTV STM STV

TriB Agentes Presente | Ndo
antissépticos e detectado | Presente | Presente
desinfetantes

dfrB3 Agentes Nao
antissépticos e Presente | jetectado| Presente | Presente
desinfetantes

vanR gene in | Agentes Nio

vanO cluster | antissépticose | PTESENte | detectado | Presente | Presente
desinfetantes

Observa-se ainda que o gene VanR do cluster VanO, parte do cluster que codifica a
resisténcia a vancomicina e a teicoplanina, antibioticos associados a actinobactérias, também
estd ausente apenas em rizosfera que utiliza o tutor vivo. A auséncia desse gene em RTV pode
ter relacdo com o fato que o grupo exclusivo de actinobactérias recrutado por RTV ¢
principalmente composto por bactérias associadas a promog¢do do crescimento da planta

(Binda et al., 2018).

Esse padrao fortalece a hipotese de que RTV ¢ menos propicio a manutencao de genes
AMRs, favorecendo microrganismos promotores do crescimento das plantas em detrimento
daqueles que atuam em antagonismo quimico. Da mesma maneira, o arcabougo mais diverso
em RTM sugere um ambiente mais competitivo, o que pode demandar um maior arsenal de

defesa microbiano.

Quanto aos genes exclusivos ao solo, em STM foram identificados 8 genes de
resisténcia com os mecanismos de efluxo e inativacao do antibiodtico, relacionados as familias
RND, Beta-lactamase, aminoglicosideos e MFS. Entre os 7 genes observados em STV houve
predominancia de bombas de efluxo RND, com exce¢do apenas mphA, que confere resisténcia

a macrolideos, através do mecanismo de inativa¢do do antibiotico.

Observa-se em RTM, um perfil de resisténcia composto por bombas de efluxo
multirresistentes e predomindncia de genes relacionados a resisténcia aos beta lactamicos e
agentes desinfetantes. Em RTV, por outro lado, nota-se um perfil reduzido de genes, com
apenas genes relacionados a agentes desinfetantes e aminocoumarin (antibidtico derivado de
Streptomyces), o que sugere uma possivel resisténcia naturalmente induzida pela presenca da

bactéria produtora.



Outros mecanismos, além da selecdo por pressdo seletiva quanto a presenca de
bactérias produtoras de antibidticos, podem estar envolvidos na persisténcia de genes de
resisténcia no ambiente, como a resisténcia cruzada, co-resisténcia e co-regulagao (Maurya et
al., 2020). Os biocidas (frequentemente utilizados em lavouras) e desinfetantes, por exemplo,
também tém capacidade de selecionar cepas resistentes como consequéncia da expressao de
genes multirresistentes, ¢ mesmo genes diretamente associados a antibidticos podem ser
selecionados se fizerem parte de um mesmo replicon que carregue outros genes de interesse

(Alonso et al., 2001; Cardenas-Alegria et al., 2022).

De maneira geral, os padrdes observados de presenca-auséncia de genes de resisténcia
nas amostras indicam que o sistema de tutoragem pode exercer influéncia sobre a estrutura
funcional da rizosfera da pimenta-do-reino. A menor diversidade desses genes em RTV
sugere que esse ambiente pode ser quimicamente menos competitivo, podendo favorecer o
recrutamento de microrganismos relacionados a promogao do crescimento das plantas, onde a
comunidade de actinobactérias recrutada nessa amostra se destaca, predominantemente
relacionada na literatura a funcgdes benéficas as plantas (Chai et al., 2022; Xiao et al., 2022;

Iyer et al., 2017).

5.5 Associacio entre as variaveis

A analise exploratéria (Figura 16) das variaveis neste estudo indica que a ocorréncia e
diversidade dos genes de resisténcia estdo diretamente relacionados com a estrutura e
diversidade da comunidade bacteriana, o que reflete nos diferentes perfis de resisténcia
observados. Observou-se uma forte correlacdo da diversidade de Fisher dos genes de
resisténcia com a diversidade bacteriana (R=0,60), assim como com o gene VanR (R=0,76), e
uma correlagdo negativa com o gene de resisténcia gacG (R=-0,76), possivelmente por esse
gene apresentar maior prevaléncia em ambientes pouco competitivos e funcionalmente mais
simples. A presenca do tutor G. sepium, e o potencial aumento na disponibilidade de
exsudatos, podem estar mediando a redugdo da competicdo entre as bactérias pelo nicho,
favorecendo comunidades menos dependentes de mecanismos de resisténcia a

antimicrobianos.

De modo geral, os genes VanR, TEM-230 e OpcM se relacionam positivamente com a
diversidade de bactérias, actinobactérias e o indice de diversidade de Fisher de genes de

resisténcia. A correlagdo entre esses genes e as actinobactérias pode sugerir que eles estejam



PC2 (24.21% da variancia)

relacionados a comunidades microbianas mais complexas e nutricionalmente mais

competitivas, onde os genes AMRs estejam desempenhando multiplas fun¢des adaptativas.
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FIGURA 16 — Analise do componente principal utilizando os itens de maior relevancia nas analises
anteriores.

Apesar da elevada abundancia de Streptomyces e sua associagao com a producao de
antibidticos na literatura, ndo foram observadas correlagdes significativas com a diversidade
de genes de resisténcia. Isso sugere que Streptomyces pode desempenhar outras fungdes
ecologicas dentro desse nicho. Além disso, sua presenca ndo implica, necessariamente, na
diversidade de AMRs, mesmo assim ¢ importante destacar que essas bactérias t€ém potencial
de sintetizar uma ampla variedade de antibidticos. Contudo, os resultados indicam que outros
fatores além da presenca de microrganismos conhecidos pela produgdo de antibidticos, como
Streptomyces, podem estar mais envolvidos na inducao de diversidade de genes de resisténcia

(Rad et al., 2022).

A forte correlagdo entre a diversidade bacteriana e a diversidade de genes de

resisténcia (Figura 17) poderia ser indicio de que além das bactérias produtoras de antibioticos



compondo o filo das Actinobactérias, outros fatores podem ter seu papel na disseminagao de
AMRs, como a transferéncia horizontal de genes mediada por plasmideos entre as bactérias.
Esse mecanismo de transferéncia génica pode representar um risco a modelos de cultivo
agricola com grandes pressdes seletivas, podendo ocasionar o surgimento de cepas
oportunistas os patogénicas (Dimitriu, 2022, Meng et al., 2022).
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FIGURA 17 — Matriz de correlagdo Pearson com dados normalizados utilizando a biblioteca Standard Scaler.

Da mesma forma, a correlacio moderada entre Actinobactérias ¢ a diversidade de
genes de resisténcia corrobora as informacdes na literatura de que organismos produtores de
antibidticos tendem a possuir um arcabougo genético relacionado aos AMRs para promover a
propria sobrevivéncia, contudo, € possivel que outros fatores também possam estar fortemente
relacionados a diversidade de AMRs, como outros filos bacterianos, fungos, MGEs ou fagos

(Stanczak-Mrozek et al., 2017; Fisher et al., 2022).



6. CONCLUSAO

Neste estudo, foi observado que a diversidade geral da comunidade bacteriana nao ¢
fortemente impactada pela escolha do sistema de tutoragem No entanto, diferencas na
composicdo taxondmica foram observadas entre as amostras, sugerindo que as interagdes
microbianas mediadas pela rizosfera desempenham um papel relevante no recrutamento
microbiano. Destaca-se ainda a elevada abundéancia do filo das Actinobactérias nessas amostras,
com maior diversidade nas amostras de solo bulk, indicando que parte dessa comunidade faz

parte do microbioma do solo, mas nao ¢ necessariamente recrutado pela rizosfera.

A analise PCA e matriz correlacdo de Pearson indicam associagao entre a diversidade alfa
de bactérias em geral, e em especifico do filo das Actinobactérias, e a diversidade de genes de
AMRs, reforgando a relacdo entre bactérias produtoras de antibidticos e a disseminacdo natural
de genes de resisténcia, sugerindo que esses genes podem estar desempenhando fungdes
ecologicas como a competicdo microbiana e adaptagdo ao ambiente € ndao necessariamente

relacionadas ao impacto antropico pelo uso de antimicrobianos.

A andlise dos grupos exclusivamente recrutados a cada amostra revelou diferencas
qualitativas entre os perfis microbianos recrutados pelas rizosferas. A rizosfera com tutor morto
apresentou maior diversidade de bactérias associadas a produgdo de antimicrobianos, a0 mesmo
tempo, a rizosfera com tutor vivo recrutou principalmente bactérias associadas a mecanismos
benéficos ao crescimento das plantas. Esse resultado sugere que a sele¢do do tutor pode ter
influéncia na sele¢do da especializagdo funcional das bactérias que compdem sua comunidade,

mesmo sem causar alteracdes na diversidade total.

A condicdo RTV apresenta um perfil de resisténcia diferenciado em relagdo as demais
amostras, sugerindo um possivel papel do tutor vivo (G. sepium) na selegao de AMRs. Em
particular, entre as amostras rizosféricas, RTM apresentou maior diversidade de genes de
resisténcia e um maior arcabougo de mecanismos, enquanto RTV houve uma menor diversidade
de genes, sugerindo que esse ambiente sofra menor pressdo seletiva e portanto pode contar com
um conjunto menos complexo de genes e mecanismos de resisténcia. Assim, € possivel que o
tutor vivo possa reduzir a necessidade de manutengdo de um repertorio diverso de genes de

resisténcia.

Com isso, os resultado desse estudo sugerem que a utilizagdo de G. sepium ¢ uma
abordagem sustentdvel para evitar o desmatamento e altos custos relacionados a utilizagdo de

estacas, mas também pode contribuir para o desenvolvimento de P. nigrum, possivelmente



mediando o gradiente de nutrientes no horizonte rizosférico sem causar empobrecimento do
microbioma e assim influenciando positivamente o recrutamento bacteriano e limitando a
disseminagdo de genes de resisténcia. Estudos adicionais sdo necessarios para compreender de
que maneira o recrutamento desses microrganismos e a selecdo do perfil de resisténcia

influencia a produtividade e sanidade do cultivo de pimenta-do-reino.
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Tabela S1: Genes relacionados a resisténcia antimicrobiana, seus mecanismos e o
numero de classes de drogas aos quais sao resistentes.

ARO Term Mecanismo

Bombas de
efluxo de
TriB antibidticos

Bombas de
efluxo de
TriC antibioticos

Bombas de
efluxo de
YajC antibidticos
Bombas de
efluxo de
acrB antibidticos

Bombas de
efluxo de
amrB antibidticos

Bombas de
efluxo de
mdtB antibioticos

Bombas de
efluxo de
mexM antibidticos

Bombas de
efluxo de
opcM antibidticos

Bombas de
efluxo de
rsmA antibioticos

Bombas de
efluxo de
smeS antibioticos

Bombas de
efluxo de
MexC antibidticos

Bombas de
efluxo de
MexD antibidticos

APENDICE I

Familia do Gene

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

N° Dclass

10

62




OprZ

Pseudomo
nas
aeruginosa
CpxR

IfrA

rosA

gacG

gacJ

Klebsiella
pneumonia
e KpnF

BKC-1
CTX-M-11
KPC-22
SHV-160
TEM-230
AAC(3)-llb
mphA
ramA
vanR gene

in vanO
cluster

Bombas de
efluxo de
antibidticos

Bombas de
efluxo de
antibioticos
Bombas de
efluxo de
antibioticos
Bombas de
efluxo de
antibidticos
Bombas de
efluxo de
antibioticos
Bombas de
efluxo de
antibioticos
Bombas de
efluxo de
antibidticos
Inativacdo do
antibiotico
Inativacéo do
antibiotico
Inativacéo do
antibiotico
Inativacéo do
antibiotico
Inativacéo do
antibiotico
Inativacéo do
antibiotico
Inativacao do
antibiotico

resistance-nodulation-cell
division (RND)

resistance-nodulation-cell
division (RND)

major facilitator superfamily
(MFS)

major facilitator superfamily
(MFS)

small multidrug resistance
(SMR)

small multidrug resistance
(SMR)

small multidrug resistance
(SMR)

BKC Beta-lactamase

CTX-M beta-lactamase

KPC beta-lactamase

SHYV beta-lactamase

TEM beta-lactamase

AAC(3)

macrolide phosphotransferase
(MPH)

Inativagdo do rifampin ADP-ribosyltransferase

antibidtico
Alteragao do

alvo do
antibiotico

(Arr)

glycopeptide resistance gene
cluster; vanR

15

63




dfrB3

Substituigao
do alvo do
antibiotico

trimethoprim resistant
dihydrofolate reductase dfr

64



