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RESUMO

VIEIRA, Nicolly Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2025.
In6culo FMA on farm: desvendando o potencial funcional e diversidade
microbiana associados ao cultivo de Caesalpinia peltophoroides Benth.
Orientadora: Cynthia Canedo da Silva. Coorientadora: Marliane de Cassia Soares da
Silva.

A aplicacdo de bioinoculantes é uma estratégia promissora para a producdo de
mudas florestais a serem implementadas em programas de reabilitacdo de areas
degradadas. Dentre os bioinoculantes, destaca-se o inoculo de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), obtido pelo método on farm, dado seu baixo custo de producéo,
sua viabilidade técnica e seu potencial de adaptacéo local. Este trabalho teve como
objetivos desvendar os efeitos do in6culo de FMA on farm no crescimento de
Caesalpinia peltophoroides, nas propriedades fisico-quimicas do solo rizosférico e
nutricionais vegetais, elucidar o impacto do inéculo na modulacdo da comunidade
microbiana rizosférica e investigar o seu potencial funcional. Com esse intuito, a
pesquisa se moldou em uma abordagem multifacetada e complementar, partindo da
avaliacdo de parametros biométricos e edaficos do sistema planta-solo, andlise de
diversidade microbiana por sequenciamento de amplicon (RNAr 16S e ITS), bem
como a analise do potencial funcional por metagenémica shotgun aliada a
reconstrucdo de genomas microbianos. Os resultados obtidos demonstraram
beneficios significativos no crescimento de C. peltophoroides, com incrementos de
até 299% na massa seca de raizes (de 2,15 g no controle para 8,30 g no tratamento
inoculado), 137% na massa seca aérea (de 2,68 g para 6,34 g), e aumentos de 55%
na altura total das plantas (de 44,7 cm para 69,0 cm). A colonizacdo micorrizica
atingiu 60% nas plantas inoculadas apenas com FMA on farm e 32% quando
combinada com fertilizacdo. Melhorias significativas foram observadas nas
propriedades do solo, incluindo aumento da matéria organica, capacidade de troca
cationica e agua disponivel. A metataxonomia destacou nos tratamentos inoculados
a presenca de microrganismos como Pirellula, Nitrosomonadaceae, Coniochaeta e
Septoglomus, associados a ciclagem de nutrientes, degradacdo de matéria organica
e lignocelulose e a formacg&o de micorriza arbuscular. Géneros biomarcadores para o
in6culo de FMA on farm em C. peltophoroides foram encontrados, gerando subsidios
para monitoramento de sua eficacia e persisténcia. A metagendmica evidenciou uma
especializacdo funcional da comunidade rizosférica, com menor nimero de genomas
montados a partir de metagenomas desempenhando uma mesma funcdo de forma
eficiente. Com esses resultados, foi possivel contribuir para a validagdo do FMA on
farm, oferecendo insights para 0



entendimento de como esse inoculante atua na promocéao de crescimento de plantas
e gerando dados acerca de sua diversidade microbiana associada. Assim, este
trabalho corrobora com o potencial do FMA on farm enquanto bioinoculante
sustentavel e eficiente. Os dados fornecem uma base cientifica para a aplicacéo
deste bioinoculante em C. peltophoroides, bem como implementa-lo em programas
de reabilitacdo de areas impactadas, abrindo caminhos também para o
desenvolvimento de metodologias de rastreamento com base em biomarcadores
microbianos.

Palavras-chave: fungos micorrizicos arbusculares; promocdo de crescimento
vegetal; metataxonomia; metagenémica



ABSTRACT

VIEIRA, Nicolly Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2025. FMA
inoculum on farm: uncovering the functional potential and microbial diversity
associated with the cultivation of Caesalpinia peltophoroides Benth. Adviser:
Cynthia Canedo da Silva. Co-adviser: Marliane de Cassia Soares da Silva.

The application of bioinoculants is a promising strategy for the production of forest
seedlings intended for use in degraded area rehabilitation programs. Among
bioinoculants, arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) inoculum produced via the on farm
method stands out due to its low production cost, technical feasibility, and potential
for local adaptation. This study aimed to investigate the effects of on-farm AMF
inoculum on the growth of Caesalpinia peltophoroides, the physicochemical
properties of rhizospheric soil, and plant nutritional status; to elucidate the inoculum’s
impact on the modulation of the rhizospheric microbial community; and to explore its
functional potential. To achieve these goals, the research adopted a multifaceted and
complementary approach, encompassing the evaluation of biometric and edaphic
parameters of the plant—soil system, microbial diversity analysis through amplicon
sequencing (16S rRNA and ITS), and functional potential assessment via shotgun
metagenomics combined with microbial genome reconstruction. The results
demonstrated significant benefits to C. peltophoroides growth, with increases of up to
299% in root dry mass (from 2.15 g in the control to 8.30 g in the inoculated
treatment), 137% in shoot dry mass (from 2.68 g to 6.34 g), and 55% in total plant
height (from 44.7 cm to 69.0 cm). Mycorrhizal colonization reached 60% in plants
inoculated solely with on-farm AMF and 32% when combined with fertilization.
Significant improvements were observed in soil properties, including increases in
organic matter, cation exchange capacity, and available water. Metataxonomic
analysis revealed the presence of microorganisms such as Pirellula,
Nitrosomonadaceae, Coniochaeta, and Septoglomus in inoculated treatments,
associated with nutrient cycling, organic matter and lignocellulose degradation, and
arbuscular mycorrhiza formation. Biomarker genera for the on-farm AMF inoculum in
C. peltophoroides were identified, providing a foundation for monitoring its efficacy
and persistence. Meta-genomic analysis highlighted functional specialization within
the rhizospheric community, with fewer genomes assembled from metagenomes
performing the same function efficiently. These findings contribute to the validation of
the on-farm AMF inoculum, offering insights into how this bioinoculant promotes plant
growth and generating data on its associated microbial diversity. Thus, this study
supports the potential of



on-farm AMF as a sustainable and effective bioinoculant. The data provide a
scientific basis for its application in C. peltophoroides and its implementation in
rehabilitation programs for impacted areas, while also paving the way for the
development of microbial biomarker-based tracking methodologies.

Keywords: arbuscular mycorrhizal fungi; plant growth promotion; metataxonomy;
metagenomics
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11

INTRODUCAO GERAL

Os microrganismos desempenham diversas fun¢des importantes para o funcionamento dos
ecossistemas e para a manuten¢do dos ciclos biogeoquimicos, auxiliando na decomposi¢ao,
mineraliza¢do da matéria organica e disponibilizacdo de nutrientes presentes no solo (Hannula
et al., 2021; Teixeira et al., 2019; Doran & Parkin, 1994). Os bioinoculantes sdo produtos a
base de células microbianas vivas ou em laténcia, que se multiplicam em condi¢des favoraveis
e atuam promovendo o crescimento das plantas, seja pela disponibilizagdo de nutrientes ou pela
melhoria do sistema de resisténcia vegetal (Baez-Rogelio et al., 2017). Os principais beneficios
de sua aplicagdo sao a diminui¢do ou a eliminagao total da utilizacdo de adubos minerais ou
sintéticos, trazendo uma reducdo dos custos da producdo de mudas e o incremento da
produtividade com um menor impacto ambiental (Pena Junior et al., 2023). Além disso, em
2020 foi estabelecida a Minuta 02/2020 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), que traz instru¢cdes normativas para registro de produtos microbioldgicos,
estimulando este mercado mais sustentavel (MAPA, 2020). Recentemente, foi sancionada a Lei
n°® 15.070, de 23 de dezembro de 2024, que estabelece o marco regulatério para bioinsumos,
incluindo produtos de origem microbiana e biotecnologica L15070, além de criar incentivos
para sua producdo e comercializacdo (BRASIL, 2024). Esta nova legislagdo estabelece um
marco regulatério especifico para bioinsumos, incluindo produtos, processos ou tecnologias de
origem vegetal, animal ou microbiana, incluido o oriundo de processo biotecnolégico,
fortalecendo ainda mais o setor. Atualmente, h& um aumento de 74% na producdo de
bioinsumos, contra apenas 3,7% no cenario dos defensivos agricolas, e isso indica que até 2026,
o mercado de produtos microbioldgicos deverd atingir um faturamento de 18,5 bilhdes de
dolares (Goulet, 2021).

Dentre os bioinoculantes, a producdo “on farm” de inoculantes a base de Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMA) consiste em multiplicar esporos e hifas em culturas
armadilha, dispensando infraestrutura de laboratério e reduzindo custos de comercializagdo.
Esse tipo de inoculo ¢ produzido por meio de uma coleta de amostra de solo contendo
microrganismos indigenas de areas de vegetacdo de mata nativa. Como parte da metodologia,
eles sdo propagados em uma mistura de substrato contendo vermiculita e bagaco de cana, ou
residuos vegetais disponiveis, a fim de obter os microrganismos por sua multiplicagdo
amparada pelos exsudatos liberados por uma planta hospedeira (Prates Junior ez al., 2021; Chen

etal.,2018; Lee et al., 2008; Douds Jr et al., 2006).
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Os FMA atuam por meio de quatro principais mecanismos, que se complementam para
promover crescimento vegetal e saude do solo. Primeiro, a extensa rede de hifas
extrarradiculares amplia a area de exploracao das raizes, facilitando a obtencao de nutrientes
pouco moveis, como fosforo e micronutrientes (Smith & Read, 2010; Chen et al., 2018). Além
disso, os FMA secretam enzimas, a exemplo de fosfatases, que mineralizam formas organicas
de fosforo, tornando este nutriente disponivel para a planta (Smith & Read, 2010). O terceiro
mecanismo estad relacionado a agregacdo do solo, pela produgdo de glomalina e
exopolissacarideos, melhorando a estabilidade estrutural e a capacidade de reteng¢do de agua da
matriz do solo, o que se traduz em maior tolerancia ao estresse hidrico e a erosao (Martins et
al., 2018; Ribeiro et al., 2014). E por fim, o estabelecimento da simbiose ¢ ditado por interagao
quimica, em que, exsudatos (ex: estrigolactonas) atraem esporos e induzem o crescimento de
hifas, enquanto sinais fungicos (como fatores Myc) preparam as plantas hospedeiras para
receber o fungo simbionte, coordenando a interagdo bidirecionada de carbono e nutrientes
(Bonfante & Requena, 2011; Besserer et al., 20006).

Os beneficios do indéculo de FMA incluem incremento de biomassa de mudas, maior
absorcdo de fosforo e micronutrientes, além da tolerancia ao estresse abidtico. Estudos em
mudas florestais de Caesalpinia peltophoroides, Schizolobium parahyba e Albizia niopoides
destacaram ganhos superiores a 50% em altura e didmetro de planta, atribuidos a extensdo da
rede micelial que facilita o acesso a nichos e fragdes de nutrientes pouco moéveis (Vieira, 2021).

Algumas das pesquisas com FMA on farm se relacionam a (a) padronizagdo e controle de
qualidade dos inoculantes, por contagem de esporos, viabilidade e pureza microbiologica, (b)
otimizagdo de substratos alternativos e residuos agroindustriais para maximizar sua produgdo e
aproveitar esses residuos e (c) integragdo da aplicacdo com rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (PGPR - Plant Growth Promoting Rhizobacterias) (Czerniak et al.,
2014). H4 também crescente interesse na aplicagdo de FMA on farm em estratégias de
fitorremediacdo, dada a sua capacidade de imobilizar metais pesados na rizosfera (Fayuan et
al., 2022). A defini¢do de protocolos robustos, somada a regulamentacdes emergentes, sao
pontos importantes para a adogao desta tecnologia como bioinsumo sustentavel.

O método de produgdo de FMA on farm apresenta como vantagem um menor investimento
nas etapas de processamento, sejam elas relacionadas ao isolamento dos microrganismos e a
mistura com o substrato de transporte, bem como seu manuseio, tendo em vista que os
microrganismos ja tendem a estarem adaptados em sua comunidade on farm (Moreira et al.,

2019; Schlemper & Sturmer; 2014). Além disso, existe o fato de que os produtos
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microbioldgicos sdo mais sustentdveis, alternativos ao uso de agroquimicos e fertilizantes
prejudiciais ao ambiente (Maitra et al., 2021). Este cenario ¢ promissor para a aplicagdao dos
microrganismos como bioinoculantes na promocao de crescimento de mudas florestais a serem
destinadas aos processos de recuperagcdo ambiental.

O plantio de mudas de espécies nativas ¢ extremamente importante por reduzir o impacto
ambiental causado pela devastacdo da vegetacdo e por auxiliar na recuperacdo das areas
degradadas e na recuperacao de sua biodiversidade (Giannini et al., 2017). Espécies florestais
como Caesalpinia peltophoroides Benth., sdo nativas da Mata Atlantica e sdo bastante visadas
nos processos de reflorestamento, por serem uma das primeiras espécies a surgirem em areas
degradadas (Cunha et al, 2013). Caesalpinia peltophoroides Benth. (Fabeaceae,
Caesalpinioideae) ¢ relatada como pioneira, secundaria inicial, ou secundaria tardia e ocorre
com ampla distribuicdo na maioria dos estados brasileiros, no interior de florestas primarias
densas e em formagdes abertas, podendo atingir de 8 a 20 m de altura (Lorenzi, 2009).

No contexto da recuperagdo de areas impactadas, a revegeta¢do encontra grandes desafios
em relacdo a selecdo, propagacao e ao estabelecimento das mudas florestais que irdo induzir o
reestabelecimento e a resiliéncia do ecossistema, que culmina na sucessao natural (Carvalho et
al., 2018; Guimaraes et al., 2018).

Dada a codependéncia entre plantas e microrganismos, a sucessdo microbiana durante o
processo de revegetacdo ¢ capaz de promover a restauracdo de solos impactados, mediante o
fato de que os microrganismos do solo contribuem para a manuten¢do da diversidade e de seus
servicos ecossistémicos (Prado et al., 2019; Jordao et al., 2021). Sendo assim, os
microrganismos, na forma de produtos microbioldgicos podem ser utilizados na otimizagdo da
germinagdo de sementes, ou serem aplicados no transplantio de plantulas, proporcionando
melhoria do crescimento de espécies nativas (Moura et al., 2016). Com esse manejo, ¢ possivel
alcancar melhorias na qualidade das mudas, aliado a redugdo dos custos de producao e da
utilizagdo de produtos agroquimicos ofensivos ao ecossistema, garantindo maior
sustentabilidade ao processo (Cunha et al., 2013).

Ao se tratar da aplicagdo de bioinoculantes no solo para a promog¢ao do crescimento de
plantas, algumas questdes surgem sobre a sua deteccao, persisténcia, destino e o impacto do
bioinoculante nas comunidades nativas do solo (Cornell ef al., 2021; Mawarda et al., 2020).
Para solucionar isso, os estudos de diversidade microbiana e ao rastreamento dos bioinoculantes
aplicados representam uma ferramenta para compreender estas questdes (Manfredini et al.,

2021).
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Meétodos baseados em DNA e RNA podem ser aplicados para monitorar o estabelecimento
das interagdes que ocorrem na comunidade microbiana do solo (Cerqueira et al., 2008). Os
métodos independentes de cultura permitem a rastreabilidade de uma maior quantidade de
grupos microbianos, sem que seja necessario cultiva-los isoladamente, facilitando o
monitoramento do bioinoculante ap6s sua aplicagdo (Hirsch ef al., 2010). Dentre as possiveis
metodologias de monitoramento e detec¢do, o Fluorescence in situ hybridization (FISH) ¢
baseado na utilizagao de sondas oligonucleotidicas marcadas com fluorescéncia, que se ligam
a sequéncias de acidos nucleicos alvo de determinados microrganismos, possibilitando a
detec¢do e até mesmo a identificacdo destes microrganismos em amostras ambientais (Schimak
etal.,2016).

Em paralelo aos estudos envolvendo o rastreamento dos bioinoculantes, a diversidade da
comunidade microbiana pode ser abordada por sequenciamento de amplicon, avaliando
estrutura da comunidade, suas fungdes e as redes ecoldgicas envolvidas no processo de
promocao de crescimento das plantas (Pradhan ef al., 2020; Taberlet et al., 2018; Simon et al.,
2011). A natureza ndo-estéril dos in6culos FMA on farm, que trazem consigo tanto fungos
micorrizicos quanto uma ampla diversidade de microrganismos associados, exige métodos que
capturem sua complexidade funcional, além da composi¢do taxonomica. Para tanto, a
metagendmica shotgun surge como ferramenta aliada. Ao sequenciar todo o DNA microbiano
presente no inoculo e, principalmente, no solo rizosférico de plantas inoculadas com FMA on
farm, & possivel montar contigs e recuperar metagenome-assembled genomes (MAGs),
permitindo a anotacao de genes cruciais para promog¢ado de crescimento vegetal — como aqueles
relacionados a fixag@o de nitrogénio (nif), vias de biossintese de exopolissacarideos (eps), vias
de producdo de sider6foros e genes de sintese de auxinas, bem como determinantes de
resisténcia a estresses abioticos (Quince et al., 2017; Levy et al., 2018; Albertsen et al., 2013).
Estudos iniciais que aplicaram a abordagem de metagenomica shotgun a consorcios
bioinoculantes demonstraram a coexisténcia de multiplas fungdes promotoras de crescimento
mesmo em comunidades de alta diversidade, revelando sinergias entre FMA e bactérias como
as PGPR (Freches ef al., 2024; Manfredini et al., 2021; Goulart et al., 2013). Integrando essas
diversas analises, torna-se cada vez mais possivel elucidar como ocorrem as interagcdes no
contexto do FMA on farm, os mecanismos envolvidos e, concomitante, validar este tipo de
bioinéculo (Lasa et al., 2019).

Apesar dos resultados promissores da promocdo de crescimento vegetal a partir da

inoculagao com FMA on farm, lacunas persistem em relagcdo aos seus efeitos sobre a microbiota
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do solo, a dinamica de colonizacdo radicular e os mecanismos e interagdes funcionais que
sustentam esses ganhos. Para auxiliar a preencher essas lacunas, esta tese foi estruturada em
trés capitulos correlacionados, em que, cada um deles aborda uma faceta da inoculagao com

FMA on farm em C. peltophoroides.

O Capitulo 1 teve como objetivo avaliar os efeitos da inoculagdo com FMA on farm nos
parametros de crescimento vegetal, na nutricdo das plantas e nas propriedades fisico-quimicas
do solo rizosférico. Por meio de medi¢des de altura, didmetro, biomassa e volume radicular,
além de andlises de colonizagao micorrizica e teores de nutrientes, buscou-se quantificar os
beneficios diretos da inoculagdo. Além disso, a caracterizagao do solo rizosférico, incluindo
parametros fisico-quimicos do solo e nutricionais das plantas, permitiu entender como os FMA

modificam o ambiente em torno das raizes.

No Capitulo 2, o foco se concentrou na diversidade microbiana associada a rizosfera de C.
peltophoroides inoculada com FMA on farm. Utilizando sequenciamento de amplicons (16S
rRNA e ITS), este capitulo explorou como a inoculagdo altera a composi¢do taxondmica das
comunidades bacterianas e flngicas, identificando taxons indicadores e biomarcadores
associados ao inoculo, além de correlacionar essa comunidade e seu impacto nos aspectos
fisico-quimicos nas diversas condi¢des experimentais. A analise de redes ecoldgicas e a
deteccdo de ASVs (amplicon sequence variants) especificas proporcionou a interpretacao de
padrdes de co-ocorréncia e interagdes microbianas favorecidas pela simbiose com FMA on

farm.

O Capitulo 3 avangou para uma perspectiva funcional, empregando metagendmica shotgun
para investigar o potencial metabdlico das comunidades microbianas no Substrato, no solo
enriquecido com indculo, no solo rizosférico controle e no de plantas inoculadas. A
reconstru¢ao de genomas microbianos a partir de metagenoma (MAGs - Metagenome-
Assembled Genomes) permitiu identificar genes envolvidos em processos basicos € em
processos-chave, como fixacao de nitrogénio, solubiliza¢ao de fésforo, producao de hormonios

vegetais e resisténcia a estresses abidticos.

Ao integrar essa abordagem multifacetada, esta tese buscou demonstrar a eficiéncia do uso
de FMA on farm na producdo de mudas florestais e elucidar os mecanismos e interagdes
microbianas relacionadas a seus beneficios. Os resultados contribuirdo para o reconhecimento

do FMA on farm como bioinoculante promissor e para a otimizacao de estratégias de
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reabilitacdo de areas impactadas, reforcando o papel da microbiologia do solo na producgdo de

mudas florestais mais robustas.
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CAPITULO 1

Inéculo on farm de fungos micorrizicos arbusculares promovem o crescimento de

Caesalpinia peltophoroides Benth.
1. Introducao

A degradacido ambiental ¢ um dos maiores desafios nos tempos atuais, exigindo solugdes
inovadoras e eficientes para a recuperagdao de ecossistemas (IPCC, 2023). Nesse contexto, a
aplicacdo de microrganismos promotores de crescimento de plantas para o melhor desempenho

de mudas de espécies florestais nativas, representa uma alternativa ecoldgica e sustentavel.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (PGPR - plant growth promoting rhizobacterias), entre outros microrganismos, se
destacam por serem capazes de se associarem as plantas e as beneficiarem com a
disponibilizacdo de nutrientes (Smith & Read, 2010; Chen ef al., 2018), aumento da resisténcia
ao estresse abidtico (Bahadur et al., 2019) e no controle bioldgico de pragas e doengas (Basu et
al., 2021). Contribui ainda, para melhoria da estrutura do solo através da agregacao (Rillig et
al.,2017) e remediacgao de solos pobres ou degradados, contribuindo para a sua recuperagdo e

saude (Son et al., 2024; Matos et al., 2022; Pan et al., 2020).

Durante o processo de recuperacdo do solo, a sucessdo microbiana sustentada pela
revegetacdo ¢ uma das ferramentas mais importantes para a restauragdao da qualidade do solo
(Prado et al., 2019; Jordao et al., 2021). O plantio de mudas ¢ o método de recuperagcdo mais
utilizado, potencializando o uso de espécies de diferentes grupos sucessionais € melhor
adaptados as condi¢des locais (Qin et al., 2023; Martins et al., 2020). No entanto, ainda existem
desafios em relacdo a selecdo, propagacio e ao estabelecimento de mudas florestais. Portanto,
a produgdo de bioinoculantes envolvendo FMA e PGPR tem sido apontado como principal
biotecnologia para a produg¢do de mudas mais desenvolvidas € com maior potencial de

sobrevivéncia nas condi¢des de campo (Shuab et al., 2017).

Dentre as plantas estudadas, destacamos avisadas, Caesalpinia peltophoroides Benth., que
se. trata de uma espécie florestal nativa da Mata Atlantica, pertencente a familia
Caesalpinioideae (Pusztahelyi et al., 2015; Lorenzi, 2009). Esta espécie foi selecionada devido
ao seu crescimento rapido e carater pioneiro, sendo uma das primeiras a se estabelecer em areas
impactadas, caracteristicas que a tornam interessante nos processos de revegetacdao, somado a

20



21

disponibilidade de sementes para a execucao do experimento (Giannini ef al., 2017). Quanto a
dependéncia micorrizica, C. peltophoroides apresenta plasticidade simbiodtica, podendo
estabelecer diferentes tipos de associagdes micorrizicas. Siqueira e Saggin-Junior (2001)
relataram baixa colonizagdo por Glomus etunicatum em determinadas condi¢des, sugerindo
dependéncia variavel de FMAs. Por outro lado, Steffen et al. (2012) demonstraram que a
espécie pode formar associagdes ectomicorrizicas com Pisolithus microcarpus, indicando
capacidade de estabelecer multiplos tipos de simbiose micorrizica dependendo das condigdes

ambientais e dos microrganismos disponiveis.

Considerando essa capacidade simbidtica variavel de C. peltophoroides, torna-se relevante
avaliar o uso de bioinoculantes a base de FMA como estratégia para potencializar o
desenvolvimento das mudas dessa espécie em ambientes de revegetagdao. Os bioinoculantes a
base de FMA, produzidos pelo método on farm, apresentam potencialidade na aplicagdo em
mudas florestais, com menor custo de produ¢do e uma alta diversidade de microrganismos,
podendo, portanto, ampliar o leque de mecanismos de promoc¢ao de crescimento e estimular a
planta de maneira mais eficaz (Moreira et al., 2019). Além disso, do ponto de vista ecoldgico,
estes bioinoculantes sao mais sustentaveis por serem alternativos ao uso de sintéticos € minerais

(Maitra et al., 2021).

Nesse contexto, estudos experimentais t€ém buscado validar a eficacia desses bioinoculantes
em diferentes espécies florestais, incluindo C. peltophoroides, a fim de compreender seu
impacto no crescimento vegetal e na dindmica simbidtica com o solo. Em uma pesquisa
realizada por Vieira, (2021) no Laboratorio de Microbiologia Aplicada Ambiental (LAMAP),
com sede na Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vigosa, MG, foram evidenciados
resultados relevantes acerca da promocao de crescimento das espécies florestais Schizolobium
parahyba (Vell.) Blake, Albizia niopoides (Spruce ex Benth.) Burkart e Caesalpinia
peltophoroides Benth. devido a aplicagdo de bioinoculante de FMA on farm. Foi observado um
aumento de, mais de 50 % na altura, didmetro e massa seca da parte aérea das plantas avaliadas.
No entanto, ¢ necessario elucidar os aspectos relacionados ao funcionamento deste indculo no
sistema de interagdo entre solo-planta. Além do estudo conduzido por Vieira (2021), outras
pesquisas também evidenciam o potencial da inoculagdo com FMA no crescimento da
sibipiruna. Vergara et al. (2018) analisaram a resposta de C. peltophoroides a inoculagdo com
diferentes fungos promotores de crescimento, incluindo FMA, e observaram melhorias

significativas na absor¢do de nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio, associadas a
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atividade de H'-ATPases e transportadores especificos envolvidos na simbiose. Esses
resultados reforcam a importancia da interagao simbidtica na eficiéncia nutricional da planta,

contribuindo para seu desenvolvimento em ambientes de baixa fertilidade.

Nesse sentido, a hipotese desse trabalho € que a inoculagdo com FMA on farm promove
alteracdes fisico-quimicas benéficas no solo rizosférico, aumenta a disponibilidade de

nutrientes para a planta e favorece o crescimento de C. peltophoroides Benth.

Portanto, o objetivo deste capitulo foi investigar como o inéculo de FMA on farm promove
o maior crescimento de plantas da espécie florestal C. peltophoroides Benth., avaliando os
aspectos fisico-quimicos do solo rizosférico, o estado nutricional das plantas e de colonizagao

micorrizica.

2. Material e Métodos
2.1. Local de estudo e condicdes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Microbiologia
Agricola da UFV, localizada em Vigosa, Minas Gerais, Brasil (20°4528.8"S 42°52'13.7"W).
Nesta regido o clima ¢ do tipo “Cwa”, segundo a classificacdo de Kdeppen (1948), caracterizado

por verdes chuvosos e invernos secos.

2.2. Obtencao do inoculo e preparo das mudas
2.2.1. Inéculo de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) por método on farm

O in6culo de FMA foi obtido junto ao Laboratorio de Associagdes Micorrizicas da
Universidade Federal de Vigosa (Minas Gerais, Brasil), por meio da microempresa Cogumé
Biotecnologia, produzido pelo método on farm conforme metodologia descrita por Prates
Janior et al. (2021). Neste método, os esporos de FMA presentes no solo de uma regiao nativa
sao multiplicados em vasos utilizando plantas de Sorghum bicolor como hospedeiras

multiplicadoras.
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O método on farm foi selecionado por apresentar vantagens como maior diversidade de
espécies de FMA e menor custo de producdo em comparagao aos indculos monoespecificos.
Esta diversidade funcional pode proporcionar multiplos mecanismos de promogao de
crescimento vegetal. As espécies de FMA identificadas no inéculo on farm incluem
Paraglomus albidum, Paraglomus brasilianum e Claroideoglomus etunicatum, confirmadas

desde a primeira obtencao do indculo.

2.2.2. Germinacio das sementes e transplantio

As sementes de arboreas nativas da espécie C. peltophoroides Benth., foram obtidas em
parceria com a Sociedade de Investigagcdes Florestais (SIF) da UFV. As sementes foram
submetidas ao processo de desinfec¢@o superficial (alcool 70 % e hipoclorito de sédio 2 %) e

posteriormente germinadas em areia autoclavada.

Apds aproximadamente 14 dias de germinacdo, as plantulas foram transplantadas para
tubetes contendo um substrato preparado a partir de uma mistura de solo horizonte B textural
em mistura com areia (propor¢ao), escolhido por ser um substrato basico, que permitiu avaliar
o crescimento vegetal impulsionado pela inoculacdo. Este substrato foi utilizado puro (para os
tratamentos C1 e T1), ou com a adigdo de 30 % de in6culo de FMA (para os tratamentos T2 e
T3; Tabela 1). As plantas foram mantidas em casa de vegetacao, durante 6 meses, visando um
tempo de manutencdo provavel para verificar a formagdo da simbiose micorrizica. As plantas
foram irrigadas diariamente a fim de se manter o teor de umidade do substrato a cerca de 60 %
da capacidade de campo. A cada sete dias, foram realizadas fertilizacdes com solu¢do nutritiva

de Clarck (1975), utilizando 1/2 da forga, para os tratamentos especificos (T1 e T3).

2.3. Delineamento experimental e tratamentos

Para avaliar os efeitos da fertilizagdo e da inoculagdo com o indculo on farm no crescimento
e estado nutricional de C. peltophoroides, foi estabelecido um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com seis repeti¢des por tratamento, nas analises in vivo. Nas andlises

moleculares foram utilizadas trés repeti¢des por tratamento.
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O tratamento C1 constituiu o controle, composto por substrato e planta, representando as
condigdes basais de crescimento vegetal. O tratamento T1 foi definido pela adicdo de
fertilizagdo ao sistema substrato e planta, visando avaliar o impacto da suplementacao
nutricional. O tratamento T2 consistiu na combinacao de substrato, planta e inocula¢do, com o
objetivo de investigar a influéncia isolada do inoculo. Por fim, o tratamento T3 integrou
substrato, planta, inoculagao e fertilizagao, com o proposito de examinar a interagao entre esses
dois fatores. Esses tratamentos foram estruturados para permitir a analise comparativa do efeito

da fertilizacdo, do indculo e da combinacao de ambos sobre os parametros avaliados

2.4. Avaliacao do crescimento e nutricido das plantas

Ao final do experimento em casa de vegetagdo (seis meses de cultivo, foram mensurados
os seguintes parametros de crescimentos das plantas: volume das raizes (mL), diametro do caule
(mm), altura da base do caule até a gema apical (cm) e altura radicular (cm). O material vegetal
(parte aérea e raizes) foi lavado, seco em estufa com circulagdo de ar forgada a 65 °C até peso
constante para obtencao da massa seca. Amostras do material vegetal seco foram enviadas para
o Laboratoério de Anélise Rotina de Solo e Planta do Departamento de Solos da UFV, onde
foram submetidas a analises nutricionais para determinag¢ao dos teores de macronutrientes (N,
P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu e B). O teor de N foi determinado, apos
digestao sulfurica pelo Método Kjeldahl (Bremner & Mulvaney, 1982) e K, Ca, Mg, P, S, Zn e
Cu, ap6s digestao nitroperclorica na propor¢ao de 3:1 (Johnson & Ulrich, 1959).

2.5. Analises fisico-quimicas do solo rizosférico

Amostras do solo rizosférico foram coletadas ao final do experimento e submetidas as
analises fisico-quimicas no Laboratorio de Rotina de Analise de Solo e Planta do Departamento
de Solos da UFV. As andlises seguiram a metodologia de rotina do laboratorio para
determinagio de pH em 4gua. P e K, foram extraidos utilizando o extrator Mehlich-1. Ca?*,
Mg?*, AI**, o extrator KCI 1 mol/L e H+Al, utilizando extrator Acetato de Calcio 0,5 mol/L a
pH 7,0. Foi quantificado ainda a soma de bases trocaveis (SB), a capacidade de troca de
cationica efetiva (t) e a pH 7,0 (T), Indices de saturacdo por bases (V) aluminio (m), P-rem
(Fosforo remanescente), matéria organica (g/kg) e granulometria (areia, silte, argila em %) e

24



25

argila dispersa em agua (AD), determinada conforme metodologia descrita por Teixeira et a/
(2017), que consiste na agitagao do solo em agua destilada seguida de quantificacao da argila

dispersa por turbidimetria.

2.6. Avaliacao da coloniza¢do micorrizica

As raizes das plantas foram coletadas, lavadas em 4dgua corrente e armazenadas a
temperatura ambiente em tubos Falcon de 50 mL, contendo 20 mL de solug¢ao de formaldeido,
acido acético, alcool etilico (FAA) na propor¢ao 10:5:50 (v:v:v). Essas amostras foram
submetidas ao processo de descoloragdo e posteriormente a coloragdo com azul de tripano em

lactoglicerol, como descrito por Phillips & Hayman (1970).

A colonizag@o micorrizica foi averiguada utilizando o Microscopio EVOS M5000 (Thermo
Fisher Scientific, CA, USA) aumento final de 200X. Estruturas fungicas como arbusculos,
hifas, vesiculas e esporos foram consideradas como positivas na analise de colonizagio

micorrizica.

2.7. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (versao 4.4.2), utilizando a interface
RStudio (versdo 2024.12.1) (R Core Team 2024). Para verificar a normalidade dos dados de
cada parametro avaliado, foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov.
Para os dados que apresentaram distribuigdo normal, a Analise de Variancia (ANOVA) foi
realizada, e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey. Na auséncia de
normalidade, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de

Dunn para comparagao post hoc (p<0,05). O pacote "agricolae" foi utilizado essas avaliagdes.

Para as andlises estatisticas multivariadas, utilizou-se o pacote “vegan” (Oksanen et al.,
2022) no ambiente R. A Analise de Componentes Principais (PCA) foi conduzida integrando
dados fisicos e quimicos do solo com pardmetros de crescimento das plantas. A PCA foi
realizada utilizando matriz de correlagdo para redugcdo dimensional e identificacdo dos
principais fatores que explicam a variabilidade dos dados. As diferengas estatisticas entre os

tratamentos foram verificadas mediante Analise de Variancia Multivariada Permutacional
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(PERMANOVA - Permutational Multivariate Analysis of Variance) utilizando a fungao
Adonis, seguida de corre¢do multipla pelo teste de Bonferroni. Complementarmente,
empregou-se 0o Escalonamento Multidimensional Nao Métrico (NMDS) para visualizagdao da
ordenag¢do dos dados baseada na matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis. O Fator de Inflagao
de Variancia (VIF - Variance Inflation Factor) foi aplicado para detec¢do de multicolinearidade
entre as varidveis e garantia da adequabilidade do modelo estatistico (Akinwande ef al., 2015).
Todas as analises foram executadas no software R utilizando o pacote “vegan” (Oksanen et al.,

2022).
3. Resultados e Discussio
3.1. Parametros de crescimento das plantas

A analise dos parametros de crescimento vegetal em C. peltophoroides revelou diferencas

significativas (p>0,05) entre os tratamentos avaliados (Figura 1; Tabela 1 Suplementar).
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Figura 1: Parametros de crescimento de C. peltophoroides Benth. submetida a diferentes

tratamentos: C1 (controle), T1 (fertilizagdo Clark), T2 (inoculagdo com FMA on farm) e T3

(FMA on farm + fertilizacdo Clark). Valores representam médias + erro padrao (n=5). Letras
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distintas (a, b, ¢) indicam diferencas significativas entre tratamentos pelos testes de comparagao

de médias (p < 0,05).

Com base na Figura 1 e na Tabela 1-MS, foi notavel que os incrementos mais expressivos
ocorreram na biomassa radicular e na massa fresca aérea. No tratamento T2, a massa fresca de
raizes atingiu 20,42 g (versus 5,12 gem C1 e 4,35 gem T1), e a massa seca de raizes alcangou
8,30 g (contra 2,15 g e 1,53 g, respectivamente). Ainda em T2, a massa fresca da parte aérea
foi de 14,99 g (5,27 gem C1; 7,18 gem T1) e a altura total das plantas chegou a 69,0 cm (44,7
cmem C1; 48,5 cm em T1). No tratamento T3, esses valores também se mantiveram elevados:
massa fresca de raizes de 20,50 g, massa seca de raizes de 8,21 g, massa fresca aérea de 13,57
g ¢ altura total de 61,3 cm. Esses resultados destacam que a inoculacdo com FMA on farm,

isolada ou combinada a fertiliza¢ao, promoveu com sucesso o desenvolvimento da planta.

3.2. Parametros fisicos e quimicos do solo rizosférico

A andlise estatistica dos parametros fisico-quimicos do solo evidenciou efeitos distintos
entre os tratamentos aplicados (C1 — controle; T1 — fertilizagdo; T2 — inoculo FMA on farm;

T3 — in6culo + fertilizagao) (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros fisicos e quimicos do solo das amostras coletadas sob diferentes
tratamentos experimentais. Incluem-se pH, fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), matéria
organica (MO), fosforo remanescente (P-rem), soma de bases (SB), acidez potencial (H+Al),
capacidade de troca cationica (T) e saturacdo por bases (V%) e argila dispersa em agua (AD).
Andlise estatistica dos pardmetros fisico-quimicos do solo sob diferentes tratamentos
experimentais (C1, T1, T2, T3). A significancia foi avaliada por ANOVA (p <0,05) e, quando
aplicavel, o teste de comparacao multipla de Tukey foi utilizado para agrupar os tratamentos.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os grupos para cada

variavel.

Propriedades C1 T1 T2 T3
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pH em H,O

7,06 ns 7,1 ns 7,06 ns 7,13 ns
P (mg/dm?)
17,13 ab 18,2 a 17,73 ab 16,06 b
K (mg/dm?) 54,33 b 45,16 b 71 ab 91,66 a
Ca’" (cmol./dm?) 1,95 ns 1,86 ns 1,96 ns 2,19 ns
Mg** (cmol/dm?) 0,61 c 0,61 c 1,73 b 2,73 a
MO (%) 0,65b 0,50 b 0,99 a 1,00 a
H+AI (cmol/dm?) 0,6 b 1,L17b 1,37 a 1,4a
SB (cmol./dm?) 2,71 ¢ 2,68 ¢ 8,73 a 5,16 b
T (cmol./dm?) 331c 385¢c 10,09 a 6,90 b
V (%) 81,87 a 70,47 b 86,47 a 74,10 b
P-rem (mg/L) 40,47 ns 38,00 ns 39,70 ns 40,93 ns
Areia grossa (kg/kg) 0,67 ns 0,68 ns 0,67 ns 0,63 ns
Areia fina (kg/kg) 0,10 a 0,10 a 0,09 ab 0,06 b
Silte (kg/kg) 0,04 b 0,03b 0,04 b 0,07 a
Argila (kg/kg) 0,19b 0,18b 0,20 b 0,24 a
ggrﬁga(f]i)s}’;rxc;“; 0,72 b 0,68 b 0,76 b 0,89 a

O pH do solo ndo apresentou diferenga significativa entre os tratamentos, demonstrando

estabilidade nos niveis de acidez independentemente do manejo. Em contrapartida, as

concentragdes de potadssio (K) foram significativamente mais elevadas no tratamento T3,

seguidas por T2, enquanto C1 e T1 apresentaram os menores valores. O magnésio (Mg?") e a

destacando-se em relagdo ao controle.

matéria organica (MO) também apresentaram maiores teores nos tratamentos T2 e T3,

A variavel fosforo disponivel (P) mostrou diferenca significativa entre os tratamentos, com

valores superiores em T1. Por outro lado, o fésforo remanescente (P-rem) ndo apresentou

diferencga significativa. A soma de bases (SB), a capacidade de troca cationica (7) e a saturagao
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por bases (V%) foram maiores em T2, seguidas por T3, sendo C1 e T1 os tratamentos com o0s
menores valores. A acidez potencial (H+Al) foi mais elevada nos tratamentos com inoculo (T2

e T3), embora as diferencas também tenham sido significativas em relacao ao controle.

Nos aspectos fisicos do solo, foi observado que o tratamento T3 apresentou maiores teores
de argila e silte, diferenciando-se texturalmente dos demais. No entanto, T2 e T3 foram
classificados como solos argilo-arenosos. O tratamento T3 também apresentou a maior
quantidade de argila dispersa em agua (AD), estatisticamente superior aos demais tratamentos.
O conteudo de areia fina foi significativamente menor em T3, acompanhando o aumento das

fragdes mais retentoras de agua.

3.3. Parametros nutricionais (parte aérea e raiz)

Foram avaliados os parametros nutricionais de parte aérea (pa) e raiz (ra) das plantas de C.

peltophoroides sob os diferentes tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3: Analise estatistica dos pardmetros nutricionais em plantas de C. peltophoroides, em
Parte aérea (pa) e raiz (ra), sob diferentes tratamentos (C1, T1, T2, T3). Foram aplicados
ANOVA e teste de Tukey a 5% de significancia. Tratamentos que compartilham a mesma letra

ndo diferem estatisticamente entre si para cada parametro.

C1 T1 T2 T3

Parametros

nutricionais
N_pa (dag/kg) 0,68 ab 0,90 a 0,68 b 0,76 ab
N_ra (dag/kg) 0,65a 0,57 ab 0470 0,54 b
P _pa (dag/kg) 0,10b 0,12 ab 0,14 a 0,12 ab
P_ra (dag/kg) 0,05 ns 0,06 ns 0,06 ns 0,06 ns
K pa (dag/kg) 0,61 ns 0,62 ns 0,60 ns 0,63 ns
K_ra (dag/kg) 0,48 a 0,41 ab 0,39b 0,39b
Ca_pa (dag/kg) 1,50 b 430,29 a 0,97 ¢ 0,83 ¢
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Ca_ra (dag/kg) 0,76 a 0,69 a 0,47 b 0,51b
Mg pa (dag/kg) 0,13b 0,12b 0,15 ab 0,16 a
Mg ra (dag/kg) 0,11b 0,10 b 0,22 ab 0,12 a
Fe_pa (mg/kg) 121,37 b 136,40 268,91 128,66
Fe_ra (mg/kg) 4366,66 a 443543 a 3912,66 a 2961,33 b
Zn_pa (mg/kg) 6,70 b 2153,64 a 10,20 a 9,54 a
Zn_ra (mg/kg) 16,90 ab 19,41 a 13,70 b 13,59b
Mn_pa (mg/kg) 66,02 b 73,66 b 18823,95 a 37,80 b
Mn_ra (mg/kg) 65,76 a 54,44 52,34 33,91

Cu_pa (mg/kg) 2,51b 1431,27 a 420,13 a 2,66 b
Cu_ra (mg/kg) 9,02 a 9,58 a 7,77 ab 6,38b
Ni_pa (mg/kg) 0,00 b 0,00 b 0,61a 0,49 a
Ni_ra (mg/kg) 3,35b 3,23 b 13,15a 5,18 ab
Cr_pa (mg/kg) 0,31b 0,40 b 1,03 a 0,77 a
Cr_ra (mg/kg) 3,15b 391b 24,20 a 7,41 ab
Pb_ra (mg/kg) 1,04 ab 1,36 a 1,34 a 0,57b

O teor de nitrogénio na parte aérea (N_pa) foi significativamente superior no tratamento

expressiva nos tratamentos inoculados.

T1, indicando maior resposta ao fornecimento direto de fertilizante. No entanto, a menor
concentragdo foi observada em T2, enquanto T3 e C1 apresentaram valores intermediarios. Para

0 nitrogénio na raiz (N_ra), o maior acumulo ocorreu em Cl1, seguido por T1, com redugao

Em relacdo ao fosforo (P_pa), o tratamento T2 apresentou os maiores teores na parte aérea,

com diferenga significativa em relacdo ao controle. Ja para o potassio na raiz (K ra), C1 foi

estatisticamente superior aos demais, que apresentaram reducgdes gradativas.

O tratamento T1 destacou-se com o maior valor de célcio na parte aérea (Ca_pa), enquanto

T3 e nas raizes em T2, com diferencas significativas entre os tratamentos.

T2 e T3 apresentaram os menores teores. Para o magnésio, houve incremento na parte aérea em
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Para os micronutrientes, observou-se maior concentragdo de ferro (Fe pa) e zinco (Zn_pa)
na parte aérea dos tratamentos T1 e T2. O tratamento 3 apresentou menor acumulo de ferro na
raiz (Fe ra). A absor¢ao de manganés (Mn pa) foi mais expressiva em T2, enquanto sua
concentragdo na raiz (Mn_ra) foi significativamente reduzida em T3. Além disso, T2 e T3
apresentaram as maiores concentragdes de niquel (Ni) e cromo (Cr), tanto na parte aérea quanto
na raiz, sugerindo possivel mobilizacdo desses elementos por mecanismos mediados pelo FMA.

Para o cobre (Cu_pa), T1 e T2 foram superiores a C1 e T3.

Esses dados evidenciam o papel da fertilizacdo e da inoculagio FMA on farm na dindmica
de absor¢do de macro e micronutrientes, com destaque para os efeitos sinérgicos em T3 e os
possiveis mecanismos de redistribui¢do de nutrientes entre parte aérea e raiz no sistema planta-

solo, bem como a possivel utilizagdo destes nutrientes pela microbiota rizosférica.
3.4. Coloniza¢ao micorrizica

A andlise da colonizag¢ao micorrizica em C. peltophoroides revelou diferencgas significativas
(p < 0,05) entre os tratamentos avaliados (Figura 2). O tratamento T2, inoculado com FMA on
farm, apresentou a maior coloniza¢cdo micorrizica (média 60,00 %). O tratamento T3, que
combinou a inoculagdo com FMA on farm e a fertilizagao de Clark, apresentou colonizagdo
micorrizica intermediaria (média 32,22%). Os tratamentos T1, com fertilizacdo de Clark
isolada e C1, controle (solo + planta), apresentaram a menor colonizagdo micorrizica (médias
de 13,33% e 3,33%, respectivamente). A microscopia das raizes revelou estruturas de
colonizagdo micorrizica como hifas (setas vermelhas) e vesiculas (setas amarelas), que foram
encontradas mais predominantemente nas raizes das plantas referentes aos tratamentos

inoculados T2 e T3.
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Figura 2: Colonizagdo micorrizica em C. peltophoroides submetida a diferentes
tratamentos. (A) Porcentagem de colonizagdo radicular por FMA nos tratamentos: Cl
(controle), T1 (fertilizagao Clark), T2 (FMA on farm) e T3 (FMA on farm + fertilizagdo Clark).
Barras representam médias + erro padrdo (n=4). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05, teste de Tukey). (B) Micrografias de raizes coradas com azul de tripan,
evidenciando estruturas micorrizicas: hifas (setas vermelhas) e vesiculas (setas amarelas) sob

ampliacao final de 200X.

33



34

3.5. Analises multivariadas

Um total de 49 variaveis respostas foram utilizadas para as analises multivariadas, sendo
elas relacionadas aos parametros fisico-quimicos do solo rizosférico, bem como aspectos
nutricionais e de crescimento vegetal (Figura 3). As analises multivariadas de NMDS e PCA
foram aplicadas para fornecer uma compreensao mais robusta dos dados, em que a NMDS
destacou padrdes de similaridade entre os tratamentos de forma ndo paramétrica, enquanto a

PCA identificou as variaveis que mais contribuem para esses padroes.

a) b)
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o ons

Figura 3: Analise multivariada relacionada aos parametros fisico-quimicos do solo, nutricionais
e de crescimento vegetal: (a) ordenacdo NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) e (b)
analise de componentes principais (PCA), demonstrando a dissimilaridade entre os grupos C1
(controle — circulo vermelho), T1 (fertilizagdo Clark - circulo verde), T2 (inoculacdo com
FMA on farm — circulo azul) e T3 (FMA on farm + fertilizagdo Clark — circulo lilas). Os eixos
representam as dimensdes 1 e 2, com porcentagem de PC1 = 51.49 % e PC2 = 19.00 %. A
distancia entre os pontos reflete a similaridade na resposta dos tratamentos quanto as variaveis

fisico-quimicas do solo, e de crescimento e nutricionais das plantas.

A andlise de NMDS demonstrou que os tratamentos inoculados com FMA on farm (T2 e

T3) exibiram maior similaridade entre si, indicando uma influéncia significativa da inoculag@o
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on farm nos parametros avaliados. Em contraste, os tratamentos nao inoculados (C1 e T1)
mostraram maior dissimilaridade em relagdo a T2 e T3. O tratamento T3 apresentou a maior

variabilidade geral nos parametros.

A PCA corroborou esses resultados, evidenciando uma separagdo nitida entre os
tratamentos inoculados e ndo inoculados. Foi possivel compreender que a similaridade entre T2
e T3 esté associada principalmente a parametros de crescimento vegetal e ao acimulo de metais
nas raizes. A dissimilaridade entre os tratamentos inoculados e ndo inoculados foi mais

influenciada pelas concentragdes de Zn na parte aérea e N na raiz.

De forma geral, a PCA destacou que a inoculagdo com FMA on farm e a fertilizagdo
influenciaram significativamente os parametros avaliados. O controle C1 foi diferenciado
principalmente pelo N associado a raiz, enquanto T2 se distinguiu por parametros relacionados
ao crescimento (altura, volume de raiz) e acimulo de Ni, Cr, Fe e P. O tratamento T3, que
combinou inoculacao e fertilizagdo, foi influenciado principalmente pelos pardmetros V, Ca,

ADet.

Discussao

Os resultados obtidos evidenciam que a inoculagdo com FMA on farm promoveu alteracdes
significativas nas caracteristicas fisico-quimicas do substrato, refletindo diretamente na
melhoria da nutricdo e no crescimento das mudas de Caesalpinia peltophoroides. Essa
influéncia positiva reforca o papel dos bioinoculantes na modulacao da fertilidade do solo e na
promocgao da simbiose micorrizica, contribuindo para o desempenho fisioldgico da espécie em

ambientes de revegetacao.

Nos parametros quimicos, o aumento no teor de K em T3 pode ser atribuido a multiplos
mecanismos associados a simbiose micorrizica combinada a fertilizacdo. Embora o potassio
seja um nutriente movel no solo, sua disponibilidade pode ser limitada pela fixagdo em
argilominerais e pela competicdo com outros cations (Zorb et al., 2014). Os FMA podem
influenciar a dinamica do K através de: (i) alteracdo do pH rizosférico pela liberacdo de acidos
organicos, promovendo a dessor¢cao de K+ dos sitios de troca (Sun et al., 2022); (ii) extensdao
da area de exploragao radicular pelas hifas extrarradiculares, acessando micrositios ricos em K
nao disponiveis as raizes (Ahmed ef al., 2025; Smith & Read, 2008); (ii1) producao de exsudatos
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que podem mobilizar formas menos disponiveis de K do solo (Ahmed ef al., 2025; Garcia &
Zimmermann, 2014); e (iv) modulacdo da comunidade microbiana rizosférica, favorecendo
bactérias solubilizadoras de minerais potassicos (Jini et al., 2024; Meena et al., 2015). A
combinagdo desses processos com a fertilizagdo em T3 pode ter criado condi¢des sinérgicas
que otimizaram tanto a liberacdo quanto a absorcdo de K, resultando nos maiores teores
observados neste tratamento. De modo semelhante, o aumento do nivel de Mg* e,
especialmente, de matéria organica (MO) nos tratamentos T2 e T3 demonstram os efeitos
positivos da inoculag@o na dinamica de nutrientes e na atividade microbiana. Segundo Moreira
et al. (2019), os FMA contribuem para o acimulo de glomalina e a estabilizagdo de agregados
do solo, favorecendo a reten¢ao de carbono e a melhoria da estrutura fisica. Além disso, Souza
et al. (2020) destacam que o aumento da MO esta diretamente associado a maior biomassa e

atividade microbiana, refletindo em solos mais funcionais e saudaveis.

Os altos valores de SB (soma de bases), T (capacidade de troca de cations a pH 7,0) e V%
(saturagdo por bases) observados em T2 refletem a melhoria geral na fertilidade do solo
promovida pela presenca de argila, MO, bem como pelo indculo, mesmo sem o uso de
fertilizagao de Clark. Esses parametros indicam maior disponibilidade de cations basicos (Ca**,
Mg?* e K¥), maior capacidade do solo em reter e trocar nutrientes, € maior propor¢do de cargas
negativas ocupadas por bases trocaveis em relagdo a acidez potencial. Em conjunto, esses
indicadores apontam para um solo mais fértil, com menor acidez e maior capacidade de
sustentar o crescimento vegetal. Isso reforca o potencial dos FMA como bioinsumos
sustentaveis, especialmente em solos com baixa fertilidade inicial (Da Silva et al., 2025;

Schulze et al., 2025).

A auséncia de diferengas significativas nos valores de fosforo remanescente (P-rem),
mesmo diante do aumento no P disponivel, pode ser atribuida a estabilidade da frac¢ao labil do
fosforo no solo. Como o P-rem ¢ uma medida da capacidade de retengdo de fosforo, fortemente
influenciada pela textura e mineralogia do solo, ndo se esperam variagdes expressivas em
ambientes com caracteristicas estruturais semelhantes. Esse padrao também foi observado por
Chen et al. (2021), que relataram que a aplicagdo de inoculantes microbianos em solos argilosos
cultivados com soja ndo alterou significativamente o P-rem, apesar do incremento na
disponibilidade de fosforo. Esses resultados reforcam que, em solos com elevada capacidade

de adsor¢@o ou ja supridos em fosforo, a dindmica do P-rem tende a permanecer estavel,
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evidenciando a complexidade das interagdes entre microrganismos, nutrientes e atributos fisico-

quimicos do solo.

A acidez potencial mais elevada nos tratamentos com inoculo pode estar ligada a maior
atividade microbiana e a liberagdo de ions H* durante a decomposicdo da matéria organica
(Alexander, 1980). Ainda assim, os efeitos positivos observados nas demais variaveis
evidenciam o potencial do indculo como tecnologia sustentavel para a melhoria da qualidade
do solo, com impacto positivo na fertilidade, especialmente quando aliado a fertilizacao

organica ou mineral.

O tratamento T3 (indculo FMA on farm + fertilizagdo) promoveu alteragdes expressivas
nos teores de argila e silte, com reducdo da areia fina. Embora a textura do solo, definida pela
propor¢ao de areia, silte e argila, seja uma propriedade fisica estavel, determinada
principalmente pelo material de origem e pouco influenciada por manejos de curto prazo, ¢
importante diferenciar essa caracteristica da estrutura do solo, que envolve a organizagdo dos
agregados e pode ser modificada por praticas de manejo. A adigdo do indculo, composto por
rizossolo granulado rico em particulas finas e matéria organica, pode ter influenciado a estrutura
do substrato, alterando a distribuicao aparente das fragdes granulométricas, especialmente em
T3. A auséncia de alteragdes semelhantes em T2, que também recebeu o indculo, sugere que a
fertilizacdo complementar pode ter potencializado a incorporacdo e estabilizagdo dessas
particulas finas, promovendo maior agregacao e retencdo hidrica. Essa hipotese € refor¢cada pelo
curto intervalo entre a aplicagdo e a analise, periodo em que efeitos fisicos sobre a estrutura do
solo podem se manifestar rapidamente. Alteracdes semelhantes foram discutidas por Jesus
(2008), ao demonstrar que atributos como densidade, porosidade e estabilidade de agregados
influenciam diretamente a estrutura da microbiota do solo e respondem a adi¢do de matéria
organica. No presente estudo, essas modificagdes podem ter contribuido ndo apenas para o
aumento da capacidade de retencao hidrica, refletido no maior valor de argila dispersa em agua
(AD) observado em T3, mas também para a melhoria da absor¢ao de nutrientes pelas plantas,
uma vez que solos com estrutura mais estavel favorecem o crescimento radicular e a difusdo de
nutrientes na matriz do solo (Clark, 2024; Santos et al., 2019; Chamizo et al., 2018; Alori et
al.,2017).

Nesse contexto, a aplicagdo do inoculo FMA on farm, especialmente quando combinado a
fertilizagdo (T3), pode ter favorecido a agregacdo do solo por meio da producdo de

exopolissacarideos e glomalina, substancias produzidas por fungos micorrizicos que atuam
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como agentes cimentantes das particulas do solo (Dhiman et al., 2024). Essa acdo contribui
para a melhoria da estrutura do solo, aumentando a estabilidade dos agregados e a capacidade
de retencao de dgua, como também relatado por Chamizo et al. (2018) em solos de diferentes

texturas.

Esses resultados sugerem que a combinagao entre indculo FMA on farm e fertilizacao (T3)
contribuiu para modificagdes significativas na fracdo granulométrica e na melhoria da retengao
hidrica do solo, representando um importante avango para estratégias de manejo sustentavel,

especialmente em ambientes com solos arenosos e baixa capacidade de retengdo de agua.

Na avaliacdo nutricional das mudas de Caesalpinia peltophoroides, observou-se que a
inoculagdo com FMA on farm, especialmente quando associada a fertilizagdo (T3), promoveu
alteracOes na absorcao e redistribuicao de macro e micronutrientes. No entanto, as diferencgas
na concentragdo de fosforo na parte aérea entre os tratamentos T1, T2 e T3 ndo foram
estatisticamente significativas, e os valores numéricos se mantiveram proximos. Esse resultado
sugere que, embora os FMA possam atuar na solubilizacdo e translocagdo de fosforo por meio
de mecanismos como liberacdo de 4cidos organicos, fosfatases e exploracdo de microporos
(Etesami et al., 2021), o efeito pode ser limitado em substratos ja supridos ou em espécies com

menor responsividade micorrizica.

A redistribui¢do de micronutrientes também foi observada, com maior concentragdo de
ferro (Fe) na parte aérea e redugdo de cobre (Cu) e manganés (Mn) nas raizes, possivelmente
associada a produgdo de sideroforos e a competigdo por sitios de absor¢ao (Pang et al., 2024;
Kermeur et al., 2023; Mishra et al., 2016). Para aprofundar a compreensdo da resposta da
sibipiruna a inocula¢do micorrizica, ¢ relevante realizar comparagdes com outras espécies
florestais nativas da Mata Atlantica e do Cerrado, preferencialmente da mesma familia
Fabaceae. Prates Junior et al. (2021) demonstraram que a inoculagao micorrizica e a fertilizagao
fosfatada geram respostas contrastantes entre espécies nativas, evidenciando que a eficiéncia
da simbiose depende fortemente da identidade vegetal e das condi¢des edaficas. Assim, os
dados reforcam que os FMA atuam como extensdes do sistema radicular, promovendo maior
eficiéncia na absor¢do de nutrientes em contextos especificos e contribuindo para a
sustentabilidade do sistema produtivo (Hnini et al., 2024; Islam et al., 2024; Smith & Read,
2010).
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Os resultados nutricionais também devem ser interpretados considerando o possivel efeito
de dilui¢ao observado. Notavelmente, as maiores concentracdes de nutrientes foram
encontradas nos tratamentos C1 e T1, que apresentaram menor crescimento vegetal, enquanto
os tratamentos inoculados (T2 e T3), apesar do maior desenvolvimento, exibiram concentragdes
relativamente menores de alguns nutrientes na matéria seca. Este padrao sugere a ocorréncia do
efeito de dilui¢do, fendmeno no qual o crescimento da biomassa vegetal supera a taxa de
absor¢ao de nutrientes, resultando em menor concentragao por unidade de massa seca (Jarrell
& Beverly, 1981; Loneragan et al., 1982). O efeito de dilui¢do ¢ comum em plantas que
experimentam crescimento acelerado devido a condigdes favoraveis, como a simbiose
micorrizica, onde o rapido incremento de biomassa pode diluir as concentragdes de nutrientes
mesmo quando a absorc¢ao total aumenta (Banthana et al., 2021; Marschner, 2012). Isso nao
indica deficiéncia nutricional, mas sim um crescimento vigoroso que supera a capacidade de
concentracdo de nutrientes nos tecidos. Portanto, a andlise conjunta dos parametros de
crescimento e concentragdo de nutrientes reforca a eficacia da inoculagdo com FMA on farm
na promogao do desenvolvimento vegetal, sendo as menores concentragdes uma consequéncia

positiva do maior crescimento das plantas.

A analise multivariada (PCA) revelou padrdes distintos entre os tratamentos, com
agrupamento evidente dos inoculados (T2 e T3). Esse resultado indica que a simbiose
micorrizica alterou significativamente a interacdo solo-planta, promovendo respostas
diferenciadas em relagdo aos demais manejos. Tal proximidade entre T2 e T3 est4 associada
ndo apenas ao maior crescimento vegetal, mas também a modificagdes na dindmica de absor¢ao
de nutrientes e metais, reforcando o papel dos FMA como extensdes do sistema radicular que
ampliam a capacidade exploratdria das plantas (Hnini et al., 2024; Islam ef al., 2024; Smith &
Read, 2010).

A superioridade dos tratamentos inoculados (T2 e T3) torna-se ainda mais evidente quando
comparada a resposta limitada observada no tratamento apenas fertilizado (T1) e no controle
(C1) (Figura 1). Enquanto a fertilizagdo isolada (T1) apresentou menor eficiéncia na promog¢ao
do crescimento vegetal e na melhoria das caracteristicas do solo, sua combinagao com o inoculo
de FMA (T3) resultou em efeitos sinérgicos. Esses efeitos podem estar associados tanto a
modulagdo da disponibilidade dos nutrientes do fertilizante pelo indculo — aumentando sua

eficiéncia de uso — quanto a acdo de microrganismos benéficos presentes no consércio FMA
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on farm, como as rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR) (Verma et al., 2024;

Chen et al., 2021; Lugman et al., 2025).

O crescimento vegetal superior observado no tratamento T3 (FMA + fertilizagdo; Figura
1b) evidencia o efeito sinérgico entre a simbiose micorrizica e a suplementagdo nutricional.
Enquanto os fertilizantes fornecem nutrientes em formas prontamente disponiveis, o inéculo de
FMA on farm atua ampliando a eficiéncia de absor¢dao e melhorando a estrutura do solo (Genre
et al., 2020). Por outro lado, o crescimento intermediario em T2 (apenas FMA on farm)
demonstra que esses microrganismos sao capazes de promover o desenvolvimento vegetal
mesmo na auséncia de fertilizantes, destacando seu potencial para sistemas de baixo input
(Kuila et al., 2022). Esse efeito pode ser atribuido a multiplos mecanismos, incluindo a maior
absor¢ao de nutrientes pouco moéveis (como o P, por exemplo) e produgdo de hormonios

vegetais por PGPRs associadas (Genre et al., 2020).

Os tratamentos inoculados promoveram melhorias significativas na capacidade de troca
cationica efetiva (t) e na saturacdo por bases (V%) (Tabela 2), indicando maior eficiéncia na
retencdo e disponibilidade de nutrientes no solo. Esse efeito pode ser atribuido, em parte, ao
aumento da matéria organica do solo (MOS) observado nos tratamentos com FMA, uma vez
que a MOS atua como importante reservatorio de cargas negativas, contribuindo a elevagao da
capacidade de troca cationica total (T), que representa o total de sitios de troca disponiveis no

solo a pH 7,0 e para a complexa¢do de cations como Ca** e Mg** (Souza et al., 2020).

Além disso, a presenca de FMA favorece a formagao de agregados estaveis, por meio da
acdo de suas hifas extrarradiculares e da producao de glomalina, uma glicoproteina que atua
como agente cimentante das particulas do solo (Rillig et al., 2017). Essa estruturagdo melhora
a porosidade e a retencdo de dgua, reduzindo perdas por lixiviagdo e promovendo maior

resiliéncia do solo frente a variagOes ambientais.

A maior quantidade de argila dispersa em agua (AD) observada nos solos inoculados reforca
o papel dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) na melhoria da estrutura fisica do solo e
na mitigacdo do estresse hidrico, especialmente em ambientes com baixa capacidade de
retencdo de agua. Embora os FMA nao incorporem nutrientes ao sistema como as bactérias
fixadoras de nitrogé€nio, atuam como mineradores, explorando o substrato em busca de
nutrientes pouco disponiveis, como o fosforo, e favorecendo sua absorcao pelas plantas.

Segundo Bahadur et al. (2019), os FMA aumentam a eficiéncia do uso da agua e ativam

40



41

mecanismos antioxidantes nas plantas, enquanto Bintarti et al. (2025) destacam sua
contribuicdo para a estabilidade da microbiota e da estrutura do solo sob condi¢des de seca.
Esses resultados indicam que a inoculagdo com FMA on farm nao apenas influencia a dindmica
quimica do solo, mas também contribui para sua qualidade fisica e funcional, sendo uma

estratégia promissora para sistemas agricolas mais resilientes e sustentaveis.

No contexto da fitorremedia¢do, o indculo FMA on farm aplicado no tratamento T2
demonstrou capacidade de modular a distribui¢ao de metais pesados, com destaque para o maior
acimulo de cromo (Cr) e niquel (Ni) nas raizes das plantas inoculadas. Esse padrio de
imobilizagdo radicular sugere que os FMA atuam como barreiras bioldgicas, limitando a
transloca¢do de metais para a parte aérea — um mecanismo desejavel em estratégias de
fitoestabilizacdo, especialmente em areas contaminadas (Skuza et al., 2022). A retengao de
metais nas raizes reduz o risco de entrada desses elementos na cadeia alimentar, protegendo
herbivoros e consumidores humanos (Bellis ef al., 2020). Além disso, a estabilizagdo de metais
no solo promovida pelos FMA pode ocorrer por meio da sequestracdo na parede celular,
complexagdo com glomalina e alteracdo do pH e da microbiota rizosférica, tornando os metais
menos biodisponiveis (Yan et al., 2020). Esses efeitos reforgam o potencial dos FMA como
aliados em tecnologias de remediacdo verde, com beneficios tanto ecoldgicos quanto

agrondmicos.

A analise da colonizacdo micorrizica (Figura 2) revela aspectos fundamentais da interacao
simbiotica entre os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e Caesalpinia peltophoroides. A
elevada taxa de colonizagao observada no tratamento T2 confirma a eficiéncia do inéculo FMA
on farm em estabelecer uma associacdo funcional com a planta hospedeira, mesmo em
condig¢des de substrato basico. Em contraste, a reducao expressiva da colonizagdo em T3 sugere
que a aplicacao rotineira da soluc¢ao nutritiva, ainda que em baixa concentragdo, especialmente
com fosforo (P), pode ter inibido a formagdo da simbiose. Esse comportamento estd alinhado
ao fenomeno conhecido como frade-off nutricional, no qual plantas cultivadas em ambientes
com alta disponibilidade de P tendem a reduzir o investimento na simbiose micorrizica,
priorizando a absor¢ao direta via raizes (Liu et al., 2021; Balzergue ef al., 2013). Isso reforga a
ideia de que os FMA atuam como mineradores de nutrientes ja presentes no substrato, e que
sua eficacia depende da demanda nutricional da planta e da disponibilidade relativa de recursos

no ambiente.
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Esse comportamento adaptativo reforga a importancia de se considerar o balango nutricional
ideal ao implementar estratégias de inoculagdo, uma vez que a eficacia dos FMA depende da
demanda da planta por nutrientes e da limitacdo do ambiente. Como destacado por Balzergue
et al. (2013), altos niveis de P reduzem a capacidade da planta de hospedar os fungos, mesmo
quando os sinais moleculares da simbiose estdo presentes. Portanto, alinhar a inoculagdo com
0 manejo nutricional ¢ essencial para maximizar os beneficios da simbiose e garantir a

sustentabilidade do sistema produtivo, inclusive no cenario de mudas florestais.

4. Conclusoes

Os resultados deste estudo demonstram o potencial do indculo on farm de fungos micorri-
zicos arbusculares (FMA) na promocgao do crescimento e nutricdo de Caesalpinia peltophoroi-
des Benth., uma espécie nativa e de grande interesse para recuperagdao de areas degradadas.
Além da melhoria da nutri¢do e desenvolvimento das plantas, a simbiose micorrizica promove
a saude do solo e estrutura do solo, contribuindo para maior resiliéncia em ambientes impacta-

dos.

No solo rizosférico, os tratamentos com FMA on farm (T2 e T3) aumentaram simultanea-
mente a matéria organica, Mg?*, soma de bases, capacidade de troca catidnica e saturagdo por
bases, além de elevar os teores de argila e silte e a 4gua disponivel. Esses ganhos decorrem da
producdo de glomalina e exopolissacarideos pelas hifas fungicas, que promovem agregagao
estavel e diminuem perdas por lixiviagao e estresse hidrico. Em particular, a combinagao de
in6culo com fertilizacao de Clark (T3) potencializou ainda mais o ganho de K e Mg ao sistema,
resultando no maior incremento de altura, didmetro e biomassa das mudas, evidenciando um

claro efeito sinérgico entre aporte direto de nutrientes e extensdo radicular micorrizica.

Isoladamente, o inoculo (T2) destacou-se por elevar a solubilizacao e translocagao de fos-
foro e ferro para a parte aérea, ao passo que reteve cobre € manganés na rizosfera, sinalizando
sua capacidade de modular seletivamente macro e micronutrientes. A colonizacdo micorrizica
atingiu cerca de 60 % em T2, mas caiu para ~32 % em T3, confirmando o trade-off nutricional
desencadeado por altos niveis de P disponivel. Em termos de fitorremediagao, T2 concentrou
cromo ¢ niquel nas raizes, restringindo sua passagem a parte aérea e reforcando o papel dos

FMA como barreira natural contra metais pesados. Analises multivariadas (NMDS, PCA)
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corroboraram que tanto a inoculacdo isolada quanto sua combinagdo com fertilizacdo ocasio-
naram o perfil fisico-quimico do solo, o estado nutricional e o crescimento vegetal, distinguindo

nitidamente os tratamentos inoculados com FMA dos demais tratamentos.

O indculo de FMA on farm se revela como uma tecnologia sustentavel para a produgdo de
mudas florestais de alta qualidade, capaz de melhorar simultaneamente a fertilidade e a estru-
tura do solo, otimizar a nutricdo vegetal e atuar como escudo contra metais pesados. Seu uso
combinado a doses moderadas de fertilizante maximiza esses beneficios, embora exija ajuste

fino do balango nutricional a fim de ndo comprometer a intera¢ao simbidtica.

Este trabalho refor¢a o potencial do uso de FMA on farm como ferramenta biotecnoldgica
para a produ¢do de mudas de alta qualidade e a recuperagdo de ecossistemas, alinhando-se as

demandas por praticas mais sustentaveis e eficientes.
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6. Material Suplementar

Tabela 1S: Resultados do teste de Tukey HSD (p < 0,05) para parametros de crescimento de
Caesalpinia peltophoroides. Tratamentos com letras iguais ndo diferem estatisticamente. C1:
controle; T1: fertilizacao; T2: inoculagdo FMA on farm; T3: FMA on farm + fertilizagdo. As

siglas referem-se a PA — parte aérea, e RA — raiz.

C1 T1 T2 T3
Parametros de crescimento

Massa fresca PA (g) 5,27 ¢ 7,18 b 14,99 a 13,57 a
Massa Seca PA (g) 2,68 ¢ 3,78 b 6,34 a 591 a
Altura PA (cm) 29,67 ¢ 32,33 be 4233 a 37,00 b
Massa fresca RA (g) 5,12b 435b 20,42 a 20,50 a
Massa seca RA (g) 2,15b 1,53 ¢ 8,30 a 8,21 a
Massa seca total (g) 490 a 4,69 a 15,10 b 14,10 b
Volume RA (mL) 10,42 c 16,00 b 2433 a 16,67 b
Altura RA (cm) 15,00 b 16,17 b 26,67 a 2433 a
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Diametro de caule (mm)

4,07 ¢

4,37b

5,80a

6,17 a

Altura total (cm)

44,67 c

48,50 b

69,00 a

61,33 a
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CAPITULO 2

Dinimica da comunidade microbiana e interacdes ecoldgicas na rizosfera de Caesalpinia

peltophoroides Benth. frente a inoculacado com FMA on farm
1. Introducao

Os microrganismos do solo sdo reconhecidos por seu papel fundamental na manutengdo da
funcionalidade dos ecossistemas terrestres, impulsionando ciclos biogeoquimicos através da
decomposicdo e mineralizagdo da matéria organica, processos que culminam na
disponibilizagdo de nutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetal (Hannula ez al., 2021;
Teixeira et al., 2019; Doran & Parkin, 1994). Nesse contexto, os bioinoculantes representam
uma estratégia promissora para a promogao da satide das plantas. Definidos como formulagdes
contendo microrganismos vidveis, capazes de colonizar a rizosfera e promover beneficios as
plantas, eles atuam tanto na melhoria da nutricdo vegetal quanto no fortalecimento de sua
resisténcia a estresses bidticos e abidticos (Baez-Rogelio et al., 2017). A aplicagdo de
bioinoculantes oferece vantagens significativas, incluindo a reducdo ou eliminacdo da
dependéncia de fertilizantes quimicos sintéticos, o que pode levar a diminuicao dos custos de
producao vegetal e ao aumento da produtividade de forma sustentavel (Pena Junior et al., 2023).
O crescente interesse ¢ investimento no setor de bioinsumos sdo evidenciados pela Minuta
02/2020 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que estabelece
diretrizes para o registro de produtos microbiologicos, fomentando um mercado agricola e
ambiental mais sustentdvel (MAPA, 2020). O expressivo aumento de 74% na produgdo de
bioinsumos, em contraste com o modesto crescimento de 3,7% no setor de defensivos agricolas,
aponta para uma tendéncia promissora, com a proje¢do de um faturamento de 18,5 bilhdes de

ddlares para o mercado de produtos microbiologicos até 2026 (Goulet, 2021).

Dentre os diversos bioinoculantes, a produgao on farm de indculos de Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMA) representa uma abordagem inovadora e adaptada as condigdes locais
(Chen et al., 2018). Estes indculos sdo obtidos a partir da coleta de microrganismos nativos de
areas de vegetacdo nativa, representando um pool microbiano potencialmente otimizado para
as interagdes com as plantas da regido (Lee et al., 2008). A estratégia de propagacao envolve a
multiplicacdo desses microrganismos em substratos simples, como vermiculita e bagago de
cana, utilizando os exsudatos liberados por plantas hospedeiras para estimular seu crescimento

(Prates Junior et al., 2021; Douds Jr et al., 2006). Embora o foco principal da produ¢ao on farm
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seja a obtencdo de FMA, ¢ importante destacar que o indculo resultante naturalmente contera
uma diversidade de outros microrganismos do solo, incluindo rizobactérias potenciais como

promotoras do crescimento de plantas (PGPR) (Akyol et al., 2019).

Para compreender o mecanismo de acdo desses bioinoculantes e monitorar seu
estabelecimento e impacto no ambiente rizosférico, métodos moleculares baseados em DNA se
revelam como ferramentas poderosas (Cerqueira ef al., 2008). Em particular, o sequenciamento
de amplicon, utilizando plataformas como a /llumina Miseq, permite uma analise aprofundada
da composicdo e estrutura da comunidade microbiana associada ao indculo e a rizosfera das
plantas (Pradhan et al., 2020; Taberlet et al., 2018). Essa abordagem também possibilita a
identificacdo de espécies ou grupos microbianos biomarcadores e indicadores, que podem estar
fortemente associados a determinados tratamentos ou condi¢des, oferecendo insights sobre os

microrganismos-chave envolvidos na promog¢ao do crescimento vegetal (Simon et al., 2011).

Em relagdo a deteccdo e rastreamento de grupos microbianos biomarcadores, a metodologia
de Fluorescence in Situ Hybridization (FISH) pode ser aplicada. O FISH tem como principio a
utilizagdo de sondas oligonucleotidicas marcadas com fluorescéncia, que se hibridizam a
sequéncias-alvo de acidos nucleico, permitindo a visualizacdo e identificagdo de
microrganismos até mesmo em amostras ambientais complexas como o solo (Schimak et al.,
2016). O desenvolvimento de sondas especificas para os microrganismos identificados através
do sequenciamento de amplicon ¢ uma estratégia valiosa para monitorar a presenga € a

distribuicao desses grupos no sistema solo-planta (Lasa et al., 2019).

Nesse contexto, este capitulo teve como objetivo principal investigar a dinamica da
comunidade microbiana associada a aplicagdo de FMA on farm na espécie florestal C.
peltophoroides Benth., para compreender a composi¢ao e estrutura da microbiota, bem como

identificar espécies ou grupos indicadores relacionados ao bioinoculante.

Para isso, foram realizadas analises da diversidade microbiana, por abordagem de
metataxonomia, em diferentes condigdes experimentais: Substrato (S), solo adicionado de
indculo (SI), solo rizosférico controle (C1), solo rizosférico de plantas que receberam apenas
fertilizagao de Clark (T1), solo rizosférico inoculado (T2) e solo rizosférico que combinou os
fatores inoculacao e fertilizacdo (T3). Dentre as investigagdes acerca da diversidade
microbiana, foi conduzida a analise de composi¢ao e abundancia de taxons presentes nas

amostras, andlise de grupos microbianos indicadores e/ou biomarcadores para o indculo de
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FMA on farm. Os dados bioldgicos foram contrastados com os dados fisico-quimicos do solo,
com os parametros nutricionais ¢ de crescimento vegetal, por meio de analise multivariada.
Adicionalmente, a técnica de FISH foi padronizada para permitir a visualizacdo de alguns

grupos microbianos em amostras de solo rizosférico.

2. Material e Métodos
2.1. Experimento em Casa de Vegetaciao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, utilizando a espécie florestal
Caesalpinia peltophoroides Benth. O inoculo de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)
empregado foi obtido pelo método on farm, produzido pela microempresa Cogumé
Biotecnologia, em parceria com o Laboratorio de Associagdes Micorrizicas (LAMIC) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). A produgao seguiu a metodologia de multiplicacao de
esporos de solo nativo em vasos com plantas de Sorghum bicolor, conforme descrito por Prates

Janior et al. (2020).

Sementes de C. peltophoroides, fornecidas pela Sociedade de Investigagdes Florestais (SIF)
da UFV, foram desinfestadas com alcool 70% e hipoclorito de sodio 2% e germinadas em areia
autoclavada por aproximadamente 14 dias. As plantulas resultantes foram transplantadas para
vasos de plastico de 2,3 L contendo substrato composto por uma mistura de solo horizonte B
textural e areia (1:1), com a adi¢do ou ndo de 30% (v/v) do inoculo de FMA on farm. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo por um periodo de seis meses, sendo irrigadas
diariamente para manter a umidade do substrato em torno de 60% da capacidade de campo.
Adicionalmente, aos tratamentos com fertilizagdo nutritiva, foi aplicada semanalmente a

solucdo de Clarck na concentragdo de 1/2 da forga (Clarck, 1975).

2.2. Analises de Crescimento, Colonizacio Micorrizica, Nutricionais e Fisico-Quimicas do

solo rizosférico de estudo e condi¢des experimentais

Ao final do periodo experimental, foram realizadas as seguintes avaliacdes nas plantas:
volume radicular (obtido por deslocamento de agua em proveta graduada), diametro do caule,

altura da base do caule até a gema apical, altura radicular, massa fresca e massa seca da parte
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aérea ¢ das raizes. Para a determinagdo da massa seca, as amostras foram secas em estufa de
circulacao forgcada a 65 °C até peso constante. A porcentagem de colonizagao micorrizica foi
avaliada em amostras de raizes coletadas e fixadas em solugao FAA (formaldeido, dcido acético
e alcool etilico na propor¢ao 5:5:90 v/v/v). As raizes foram descoloradas com hipoclorito de
sodio comercial (2,5%) por 15 minutos, seguidas de acidificagdo em HCI 2% por 20 minutos,
conforme metodologia descrita por Moreira et al. (2021). Em seguida, foram coradas com azul
de tripano em lactoglicerol. A quantificagdo da colonizagao foi realizada por microscopia 6ptica
EVOS M5000 (Thermo Fisher Scientific, CA, USA), com aumento de 200x, considerando a

presenga de arbusculos, hifas, vesiculas e esporos como indicativos de colonizagao.

Amostras de solo rizosférico, definido como o solo aderido as raizes apos leve agitacao,
representando a zona de maior atividade microbiana e trocas entre planta e solo, e de tecido
vegetal (parte aérea e raizes) foram coletadas e enviadas ao Laboratorio de Andlise de Solo,
Tecido Vegetal e Fertilizante do Departamento de Solos da UFV, onde foram submetidas a

analises fisico-quimicas para o solo e andlises de rotina para o tecido vegetal.
2.3. Delineamento experimental

A tabela abaixo resume os tratamentos que foram empregados para avaliar a diversidade
microbiana por amplicon no substrato, no solo acrescido de FMA on farm e no solo rizosférico.

Cada tratamento teve trés replicatas.

Tratamento Componentes Descricao

Substrato sem planta nem inoculo, para carac-
S Substrato ‘ ‘ o
terizar a comunidade original do Substrato

. Substrato acrescido de inéculo FMA on farm,
Substrato + indculo
SI sem planta, isolando o efeito da comunidade
FMA on farm
microbiana do in6culo

Controle de cultivo, avaliando a microbiota as-
C1 Substrato + planta '
sociada as raizes

- Substrato + planta + fer- ~ Avaliar o impacto da adi¢ao de nutrientes de

tilizagao Clark a microbiota rizosférica,
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Solo + planta + ino6culo Investigar o efeito do FMA on farm sobre a

T2
FMA on farm microbiota rizosférica
Solo + planta + in6culo ) o
. Estudar interagdes entre aporte nutricional e
T3 FMA on farm + fertili-

simbiose na microbiota rizosférica
7agao

2.4. Extracio de DNA e envio para sequenciamento

A extracdo de DNA total das amostras de solo rizosférico e do controle do experimento, em
triplicata, foi realizada a partir de 500 mg de solo com o kit NucleoSpin® Soil (Macherey-
Nagel). A qualidade das amostras de DNA foi avaliada por andlise de géis de agarose a 0,8 %
(m v e foram quantificadas utilizando Qubit® dsDNA Assay Kit no Qubit® 2.0 Fluorometer
(Life Technologies, CA, EUA). As amostras de DNA foram enviadas para sequenciamento de
alto rendimento (Illumina MiSeq, MrDNA Lab, Shallowater, EUA), utilizando as regides do
rRNA, com base nos primers 515F-806R para identificacdo taxondmica bacteriana e primers

ITS1F-ITS2R para identificagdo taxondmica fingica.

2.5. Analise de dados de sequenciamento de amplicon

Os dados brutos de sequenciamento, foram processados utilizando o pacote DADA2 no
software R version 4.4.2 (2024-10-31) (R Core Team, 2025), seguindo o pipeline para 16S
(available at: httPC1://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html) e para ITS (available at:
httPC1://benjjneb.github.io/dada2/ITS workflow.html) (Callahan ez al., 2016). Os bancos de
dados SILVA 138 foram utilizados para atribuir a taxonomia (McLaren, 2020; Quast ef al.,
2012). As analises de diversidade, foram performadas no software R, aplicando o pacote
microeco (Liu et al., 2021). As analises multivariadas para os dados biologicos e as variaveis

ambientais foram realizadas pelo pacote vegan do software R (Oksanen et al., 2013).
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2.6. Analises estatisticas

As analises multivariadas foram executadas no ambiente RStudio (versao 4.4.2) (2024-10-
31) (R Core Team, 2025) utilizando o pacote "vegan" (Oksanen et al., 2022). Inicialmente,
calculou-se a matriz de dissimilaridade de Bray—Curtis com base nos ASVs, que foi submetida
ao Escalonamento Multidimensional Nao Métrico (NMDS - Non-metric Multidimensional
Scaling). Para andlises complementares, realizou-se também a Andlise de Componentes
Principais (PCA - Principal Component Analysis) baseada na transformagao Hellinger dos
dados de abundancia dos ASVs, apropriada para dados composicionais de comunidades
microbianas (Legendre & Gallagher, 2001). O NMDS posicionou os pontos de modo a refletir
as diferengas ecoldgicas em duas dimensdes baseadas na dissimilaridade de Bray-Curtis,
enquanto a PCA identificou os eixos que mais capturam a variacdo na comunidade bacteriana
e fungica. Para avaliar diferencas estatisticas entre tratamentos, aplicou-se a Analise de
Variancia Multivariada Permutacional (PERMANOVA - Permutational Multivariate Analysis
of Variance) por meio do teste de Adonis, complementado por comparagdes multiplas ajustadas
pelo critério de Bonferroni. Em seguida, para relacionar a composi¢do microbiana a varidveis
ambientais, procedeu-se a Andlise de Correspondéncia Canodnica (CCA - Canonical
Correspondence Analysis). Anteriormente a CCA, verificou-se a multicolinearidade entre
preditores por meio do calculo do Fator de Inflacdo da Variancia (VIF - Variance Inflation
Factor), eliminando-se variaveis com VIF elevado (> 10) para garantir a robustez dos
parametros estimados na CCA (Akinwande et al., 2015). Todas as etapas seguiram as
recomendacgdes e fungdes nativas do "vegan", assegurando confiabilidade na inferéncia

ecoldgica.

A identificacdo de ASVs indicadoras foi realizada utilizando o método IndVal (Indicator
Value) através do pacote indicspecies no ambiente RStudio (De Caceres, 2016). Os dados de
sequenciamento foram organizados em um objeto phyloseq e submetidos a analise IndVal.g
com 999 permutacdes e nivel de significancia o = 0,05. As ASVs significativas foram
classificadas em Unicas (indicadoras de apenas um tratamento) ou compartilhadas (indicadoras
de multiplos tratamentos). Para visualizagdo, foi construida uma rede bipartida conectando
tratamentos as suas ASVs indicadoras, utilizando os pacotes “igraph”, “tidygraph” e “ggraph”
(Pedersen, 2020; Csardi & Nepusz, 2006). O layout foi otimizado pelo algoritmo Fruchterman-
Reingold, com tratamentos dispostos hexagonalmente e ASVs posicionadas conforme seu

padrao de compartilhamento. Um sistema de coloracao diferenciada foi implementado, sendo
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que, ASVs Unicas receberam a cor do seu tratamento, enquanto ASVs compartilhadas
receberam cores especificas para cada combinacao de tratamentos. As arestas foram ponderadas

pelos valores de IndVal, com espessuras proporcionais a forga da associagao indicadora.

A analise de log.-FoldChange (Love et al., 2014) foi utilizada para quantificar as varia¢des
diferenciais na abundancia relativa das ASVs indicadoras entre os tratamentos C1 (solo +
planta) e T2 (solo + planta + in6culo FMA on farm). Os dados de abundancia relativa foram
previamente obtidos a partir da analise de espécies indicadoras, conduzida com o pacote
“indicspecies” no ambiente R (Caceres et al., 2009). Para cada ASV, foi calculada a razdo entre
a média de abundancia relativa em T2 e em CI1. Os valores foram transformados em escala
logaritmica de base 2 (log:), permitindo interpretar aumentos (valores positivos) ou reducdes
(valores negativos) na abundancia relativa. Para a visualizagdo dos resultados, foram
consideradas as ASVs com taxons conhecidos com variagdo superior a 10 vezes (|logz-FC| >

3,3).

2.7. Teste metodologico de Fluorescent in Situ Hybridization (FISH) em solo rizosférico

Com o objetivo de validar a aplicabilidade da técnica de Hibridizagao in Situ Fluorescente
(FISH - Fluorescent in Situ Hybridization) em amostras de solo rizosférico, foi realizado um
teste metodoldgico utilizando sondas especificas para diferentes dominios microbianos. As
sondas utilizadas foram: EUB338, direcionada ao dominio Bacteria; EUK538, para eucariotos
totais; ¢ AMF, especifica para fungos micorrizicos arbusculares (FMA), todas marcadas com
fluoroforos compativeis com microscopia de epifluorescéncia (Amann et al., 1995; Morales et
al., 2022). Como controle de DNA total, foi aplicado o corante DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol), que se liga preferencialmente a regides ricas em A-T do DNA de fita dupla (Li et

al., 2004).

Para causar a desagregacdo das particulas do solo, liberando as células microbianas e
melhorar a penetragdo das sondas, as amostras foram suspensas em tampao PBS (Phosphate
Buffered Saline) contendo Tween 80 a 0,5% (v/v) e submetidas a vortex e sonicacdo leve (3
ciclos de 2 minutos)), conforme adaptado de Zhou et al. (2007). Em seguida, as amostras foram
fixadas com paraformaldeido 3,4 % (v/v), desidratadas e aplicadas em ldminas de microscopia.

A hibridizacao foi realizada em camara umida a 46 °C por 2 horas, seguida de lavagens em
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wash buffer. A visualizacdo foi feita em microscopio de fluorescéncia EVOS M5000 (Thermo
Fischer Scientific, EUA) com filtros apropriados para os fluor6éforos utilizados. Essa
abordagem permitiu observar a distribui¢do espacial de bactérias, eucariotos e material genético
de FMA diretamente no solo, independente de cultivo, bem como avaliar a eficiéncia de

penetragdo e hibridizagdo das sondas em uma matriz complexa como o solo.

3. Resultados e Discussao

3.1. Analise de Correspondéncia Canonica (CCA) dos Perfis Microbianos e sua Relaciao

com Fatores Ambientais e Bioldgicos

Para investigar a influéncia da inoculagdo com FMA on farm sobre as comunidades
microbianas e sua relagdo com varidveis abidticas e biologicas, foi realizada uma Analise de

Correspondéncia Candnica (CCA), apresentada na Figura 1.
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Figura 1: Andlise de Correspondéncia Candnica (CCA) da composicdo das comunidades
microbianas e suas associagdes com varidveis ambientais. Subfiguras la e 1b: CCA para as
comunidades bacteriana e fiingica, respectivamente, nos tratamentos sem planta (S: Substrato;
SI: substrato + indculo). Subfiguras 1c e 1d: CCA para comunidades bacteriana e fingica nos
tratamentos com planta (C1: solo + planta; T1: planta + fertilizagdo de Clark; T2: planta +
indculo; T3: planta + in6culo + fertilizacdo). Vetores representam varidveis fisico-quimicas e

nutricionais mais correlacionadas a distribuicdo das comunidades.

Os quadros da Figura 1 (1a e 1b) demonstram a CCA para as comunidades bacterianas e
fungicas, respectivamente, considerando os tratamentos de solo sem planta: Substrato (S) e solo
com indculo (SI). Observou-se uma separagdo clara entre S e SI em ambos os dominios,
indicando que a adi¢ao do indculo, por si s, remodelou a estrutura microbiana. No dominio

Bacteria (Figura la), areia grossa esteve associada a S, enquanto silte, areia fina e AD
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correlacionaram-se com SI, indicando que o indculo alterou a textura do solo, o que influenciou
a composi¢ao bacteriana. Para o dominio fungico (Figura 1b), a separagdo entre S e SI também
foi evidente, embora com pontuais dispersdes entre as repeticdes. As amostras de SI se
associaram a silte, areia fina e AD, refor¢ando o papel potencial da textura e da estabilidade do

solo na media¢do da comunidade fingica.

Nas figuras 1c e 1d, sdo apresentados os tratamentos com planta (C1, T1, T2 e T3) para as
comunidades bacterianas e flngicas, respectivamente. Nesse contexto rizosférico, a CCA
revelou um padrdo de agrupamento distinto entre tratamentos inoculados e ndo inoculados. As
amostras de C1 e T1 posicionaram-se mais a esquerda, associadas a vetores como nitrogénio
na raiz (N_raiz), fésforo disponivel (P) e nitrogénio de parte aérea (N_PA). Por outro lado, T2
e T3 se agruparam a direita, correlacionando-se com potassio (K), matéria organica (MO),
fosforo remanescente (P_rem), fosforo da parte aérea (P_PA) e calcio (Ca). Esses resultados
indicam que a inoculagdo com FMA on farm, com ou sem fertilizante, direcionou a estrutura
microbiana para um ambiente rizosférico mais rico em nutrientes e matéria organica, refletindo

o potencial efeito funcional da simbiose.

3.2. Diversidade e Composicio Taxonémica das Comunidades Bacterianas e Fungicas

A andlise de composicdo da comunidade microbiana das diferentes condigdes
experimentais revelou padrdes distintos de diversidade taxdnomica, tanto para bactérias quanto

para fungos (Figura 2).
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Figura 2: Composicdo e diversidade alfa das comunidades microbianas sob diferentes
tratamentos. Abundancia relativa das principais familias e géneros da comunidade bacteriana
(a) e da comunidade fungica (b). Indices de diversidade alfa (Shannon e Chaol) da comunidade
bacteriana (c) e da comunidade fungica (d), em que letras minusculas diferentes acima dos
boxplots indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (ANOVA ou
Kruskal-Wallis, seguido por teste de Tukey ou Dunn, p <0.05). Tratamentos: S — Substrato; SI

— Substrato + indculo FMA on farm; C1 — Substrato + planta (controle sem fertilizagdo nem
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in6culo); T1 — Substrato + planta + fertilizacdo de Clark; T2 — Substrato + planta + indculo
FMA on farm; T3 — Substrato + planta + inoculo FMA on farm + fertilizagao de Clark.

A composicdo taxondmica das comunidades bacterianas (Figura 2a) revelou pequenas
variagdes entre os tratamentos, refletindo ajustes refinados na estrutura dos grupos
predominantes. O Substrato (S) apresentou alta riqueza e distribui¢do equilibrada entre familias,
sem dominancia de grupos especificos. A inoculacdo com FMA on farm (SI) manteve essa
diversidade, mas reduziu ligeiramente a abundancia de Sphingomonadaceae e
Nitrosomonadaceae. A introducdo da planta no tratamento controle (C1) promoveu maior
prevaléncia de Sphingomonadaceae, sugerindo sele¢do rizosférica. No tratamento com
fertilizacdo (T1), observou-se maior dominancia de Thermoanaerobacteraceae, indicando
resposta da comunidade bacteriana aos nutrientes da solugao de Clark. Nos tratamentos com
indculo (T2 e T3), houve redistribuicio entre familias, com aumento de
Thermoanaerobacteraceac e reducdo de Gemmatimonadaceae, mas mantendo um padrio

relativamente uniforme.

Apesar dessas mudangas taxondmicas, os indices de diversidade alfa (Shannon e Chaol)
para bactérias (Figura 2) ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Isso
sugere que as alteragdes ocorreram na abundancia relativa dos grupos, sem impactar

substancialmente a riqueza ou equitabilidade da comunidade bacteriana.

Por outro lado, a comunidade flngica apresentou maior sensibilidade aos diferentes
tratamentos (Figura 2b). O solo de cultivo (S) foi dominado por Tubeufiaceae (Helicoma) e
Trichomonaceae (7Talaromyces), indicando baixa diversidade. A inoculagdo (SI) promoveu um
aumento expressivo na riqueza, confirmado pelo indice Chaol (Figura 2d), com surgimento de
grupos como Cladosporium, Serendipita e Coniochaetaceae. A presenga da planta em Cl
resultou em um perfil distinto, com maior propor¢ao de Helicoma, Coniochaeta, Talaromyces,
Fusarium e Cercophora, e queda na abundancia de Cladosporium, indicando o impacto seletivo
da rizosfera. A fertilizagdo (T1) alterou a composicao em favor de Fusarium (Nectriaceae) e
Serendipitaceae, enquanto o indculo (T2) favoreceu o estabelecimento de Cladosporiaceae,
Serendipitaceae ¢ Glomeraceae, demonstrando a emergéncia de tdxons associados a fungos
micorrizicos arbusculares. Ja T3 apresentou uma distribuicao mais balanceada entre familias,
sugerindo uma comunidade fungica mais estavel. O indice Chaol refletiu essas mudangas,
sendo significativamente mais elevado nos tratamentos SI, T2 e T3, onde surgiram e se

consolidaram novos grupos, de acordo com a composi¢do taxonomica.
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As comunidades bacterianas ndo apresentaram diferencas significativas nos indices de
diversidade, apesar de pequenas redistribui¢cdes taxondmicas de abundancia nos graficos de
composi¢ao. Por outro lado, as comunidades fungicas responderam fortemente a presenca do
inéculo e da planta, com elevacdo da riqueza dado o surgimento de novos tdxons. Em ambos
os dominios, os microrganismos ndo classificados compuseram mais de 60 % da abundancia
relativa, fato comum em amostras de solo devido a complexidade e a limitagao dos bancos de

referéncia.

E importante ressaltar que, a composicdo relativa a tixons néo classificados (unknown taxa)
foi omitida da representacdo na figura, resultando em somas de abundancia relativa que nao
correspondem a 100 %. Desse modo, subentende-se que a porcentagem ndo representada
corresponde a fracdo das comunidades que nao foi classificada taxonomicamente. Os conjuntos
de dados da analise de diversidade microbiana incluiram 21.643 ASVs bacterianas e 3.032

ASVs flingicas.

3.3. Integracio da Diversidade Beta e Analise de Biomarcadores: Efeitos Complementares

das Condicoes Experimentais na Estrutura e Funcio da Comunidade Microbiana

Ao integrar as analises de diversidade beta (PCA) e identificagdo de biomarcadores
(LEfSe), foi possivel evidenciar ainda mais como as diferentes condi¢des nos tratamentos
moldaram de forma complementar a estrutura e os perfis funcionais das comunidades

microbianas (Figura 3).
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Figura 3: Analise integrada da estrutura e dos biomarcadores das comunidades microbianas
nos diferentes tratamentos. (a) Andlise de Componentes Principais (PCA) da comunidade
bacteriana com base nas ASVs mais representativas. (b) PCA da comunidade fungica. Cada
ponto representa uma amostra bioldgica individual, colorida de acordo com o tratamento: S
(Substrato), SI (substrato + inoculo), C1 (solo + planta), T1 (planta + fertilizagdo), T2 (planta
+ indculo) e T3 (planta + indculo + fertilizagdo). Triangulos indicam tratamentos que receberam
indéculo FMA on farm. As setas (vetores) representam a correlacdo dos principais taxons
(géneros ou familias mais abundantes) com a ordenacdo das amostras. (¢) Biomarcadores
taxondmicos do dominio Bacteria identificados pela analise LEfSe (LDA > 2,0; p < 0,05),
destacando tdxons mais indicativos de cada condi¢do experimental. (d) Biomarcadores
taxondmicos do dominio Fungi identificados por LEfSe, representando grupos com maior

abundancia relativa em cada tratamento.
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Na prancha da figura 3, especificamente em 3a e 3b, a andlise de diversidade beta revelou
que os tratamentos avaliados promoveram alteragdes significativas na estrutura das
comunidades bacterianas e fungicas, com explicacdo acumulada de 60,1% da variancia para
bactérias (PC1 = 46,8%; PC2 = 13,3%) e 68% para fungos (PC1 = 53,1%; PC2 = 14,9%). A
separagdo espacial das amostras evidenciou o papel da inoculagio com FMA on farm e da

fertilizacdo na remodelagao do microbioma rizosférico.

No dominio Bacteria (Figura 3a), observou-se que o Substrato (S) e o solo com indculo (SI)
ocuparam posi¢des opostas no grafico, refletindo o impacto direto da inoculagdo na comunidade
bacteriana, mesmo na auséncia da planta. Ja os tratamentos com planta se dividiram em dois
grupos principais: no quadrante esquerdo, Cl1 e T1 (sem inoculagdo), associados a
Sphingomonas, Bryobacter e a familia Pyrinomonadaceae; no quadrante direito, T2 e T3
(inoculados), agrupados com SI, e positivamente correlacionados com os géneros
Ohtaekwangia e Pirellula, além das familias Thermoanaerobaculaceae e Nitrosomonadaceae.
O tratamento T2, em especial, apresentou baixo grau de dispersdo entre réplicas, indicando que
a inoculagdo isolada, na presenca da planta, conduziu a uma comunidade bacteriana mais
uniforme. Esse padrdo foi refor¢cado pela andlise LEfSe (Figura 3c), que identificou Pirellula e
Tumebacillus como biomarcadores especificos de T2, e Nitrosomonadaceae,

Thermoanaerobacteraceae € Acidibacter como biomarcadores de T3.

Para os fungos (Figura 3b), a separac¢do entre S e SI também foi nitida, com o inoculo
promovendo mudangas substanciais mesmo no solo sem planta. Entre os tratamentos com
planta, a distin¢ao entre grupos inoculados (T2 e T3) e ndo inoculados (C1 e T1) ficou evidente.
Helicoma e Paracremonium foram mais associados as condi¢des sem inoculo, enquanto
Coniochaeta, Glomeraceae e representantes de Rhizophydiales estiveram correlacionados aos
tratamentos inoculados. A andlise LEfSe (Figura 3d) validou essas observac¢des, identificando
Coniochaeta e Myceliophthora como biomarcadores de T2, e Humicola, Rhodotorula e

Diaporthe como taxons discriminantes de T3.

Portanto, ao integrar as andlises de diversidade beta e de biomarcadores em uma Unica
abordagem, foi possivel observar de forma complementar ndo apenas como as comunidades
microbianas se diferenciam entre os tratamentos, mas também quais grupos taxondmicos
sustentam essas diferengas. Essa combinac¢do fornece evidéncias robustas sobre o papel

modulador da inoculacdo com FMA on farm na estrutura da microbiota rizosférico, além de
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destacar tdxons com potencial uso como bioindicadores da eficacia do uso desse indculo em C.

peltophoroides.

3.4. Interacao de ASVs Indicadoras

A andlise de espécies indicadoras revelou padrdes distintos de associacdo entre ASVs e
tratamentos para comunidades bacterianas e fungicas (Figura 4). O sistema de coloragdo
diferenciada permitiu identificar oito padrdes principais de compartilhamento entre

tratamentos, revelando a complexidade das interacdes microbianas e sua resposta diferencial

aos tratamentos.
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Figura 4: Rede de ASVs indicadoras para comunidades bacteriana (a) e fungica (b) nos
tratamentos com planta. Circulos maiores representam os tratamentos: C1 (solo + planta), T1
(planta + fertilizacao de Clark), T2 (planta + in6culo de FMA on farm) e T3 (planta + indculo
de FMA on farm + fertilizagdo de Clark). Cada circulo menor corresponde a uma ASV
indicadora associada a um ou mais tratamentos. ASVs Unicas apresentam a mesma cor do
respectivo tratamento, enquanto ASVs compartilhadas entre dois ou mais tratamentos recebem
coloragdo especifica de acordo com a legenda de cores. Os quadros (c) e (d) apresentam a
comparagdo da abundancia diferencial de ASVs indicadoras bacterianas e flngicas,
respectivamente, com base na analise de Log2-Foldchange. Foram apresentadas apenas as
ASVs de géneros descritos e que surtiram aumento ou diminui¢cdo maior que 10 vezes na

abundancia relativa em T2.

Para bactérias (Figura 4a), a rede foi composta por 241 vértices conectados por 425 arestas,
totalizando 237 ASVs indicadoras distribuidas entre os quatro tratamentos. Destas, 57 ASVs
foram classificadas como unicas (24%) e 180 como compartilhadas (76%), com oito padrdes

distintos de compartilhamento entre tratamentos.

O padrao de compartilhamento mais frequente foi C1_T1 (87 ASVs), seguido por T2 T3
(77 ASVs), indicando forte correlagdo entre o controle e o tratamento que incluiu apenas
fertilizagdo de Clark (C1_T1), bem como entre aqueles com inoculagdo de FMA (T2 T3).
Combinagdes menos frequentes incluiram T1 T3 (5 ASVs), C1_T1 T3 (4 ASVs), T1 T2 T3
(3 ASVs), C1 T3 (2 ASVs), C1_ T1 T2 (1 ASV) e Tl T2 (1 ASV), demonstrando a

complexidade das respostas bacterianas as diferentes condi¢des experimentais.

Para a comunidade fingica (Figura 4b), a rede apresentou estrutura mais compacta, com
103 vértices e 187 arestas, totalizando 99 ASVs indicadoras. A propor¢cao de ASVs
compartilhadas foi maior (84 ASVs), com apenas 15 ASVs tnicas. Nessa analise, ocorreram
apenas quatro padroes de compartilhamento. O padrio predominante foi T2 T3 (67 ASVs),
evidenciando o papel central da inoculagdo com FMA on farm na estruturacdo da comunidade
fungica. Os demais padrdes incluiram C3 T1 (11 ASVs), T1 T2 T3 (4 ASVs) e C3 T3 (2
ASVs).
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A maior propor¢ao de ASVs compartilhadas em fungos (85%) comparada a bactérias (76%)
sugere que a comunidade flngica apresenta maior sobreposi¢do entre tratamentos,
possivelmente devido a maior plasticidade funcional dos fungos em resposta aos tratamentos
aplicados. O predominio das associagdes envolvendo inoculagdo de FMA (T2 T3) em ambos
0s grupos microbianos demonstra o efeito estruturante do indculo na microbiota do solo. A
maior densidade de conexdes nos tratamentos combinados (T3) demonstra o efeito sinérgico
entre fertilizagdo e inoculacdo micorrizica na estruturagdo das comunidades microbianas do

solo.

Complementando os dados de ASVs indicadoras, a andlise de log2-Foldchange foi aplicada
para quantificar as variagdes diferenciais de abundancia relativas da inoculagdo com FMA on
farm em relagao ao controle C1. Para a comunidade bacteriana (Figura 4c) e fungica (Figura
4d), observou-se a presenca de ASVs significativamente enriquecidas em ambos os
tratamentos, permitindo identificar os grupos microbianos favorecidos ou suprimidos pela
inoculagdo. ASVs com valores positivos de log2-Foldchange indicam maior abundéncia
relativa em T2 (inoculado), enquanto valores negativos representam reducdo em relacdo ao

controle C1.

Na comunidade bacteriana (Figura 4c), o tratamento T2 apresentou aumento significativo
na abundancia relativa de ASVs pertencentes aos géneros Ohtaekwangia, Terrimonas, MND1
(f Nitrosomonadaceae), Nitrososphaera, Solibacter, Reyranella e Subgroup 10 (f_
Thermoanaerobaculaceae). Géneros como Bryobacter, Gaiella, Microvirga, Opitutus e
Sphingomonas apresentaram reducdo significativa para T2. Na comunidade fungica (Figura
4d), o tratamento T2 favoreceu o aumento de ASVs dos géneros Humicola, Rhodotorula,
Septoglomus, Myceliophthora e Coniochaeta. Em contrapartida, houve redu¢ao na abundancia

relativa de Penicillium, Geastrum, Talaromyces e Fusarium.

3.5. Teste Metodologico de Fluorescent hybridization in situ (FISH)

Nas imagens geradas pelo teste metodologico de FISH em solo rizosférico, observou-se
fluorescéncia especifica para cada sonda aplicada, confirmando a eficiéncia da hibridizacao

(Figura 5).
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Solo - EUB/ EUK/ DAPI (GFP/ RFP/ DAPI) Solo - DAPI (DAPI) Solo - EUK (RFP)

Solo - EUB/ EUK/ DAPI (GFP/ RFP/ DAPI) Solo - DAPI (DAPI) Solo - EUK (RFP) Solo - EUB (GFP)

Solo - EUB/ AMF (GFP/ DAPI) - Solo - EUB (GFP)

Kiuyveromyces marxanus
EUB/ EUK/ DAPI (GFP/ RFP/ DAPI) Kiuyveromyces mandanus - DAPI (DAPI) Kiuyveromyces mandanus - EUK (RFP) Kiuyveromyces marxianus - EUB (GFP)

EUBI DAPI (GFPI DAPI) Escherichia coli - DAPI (DAPI) Escherichia coli - EUB (GFP)

Figura 5: Visualizagdo por FISH em amostras de solo rizosférico, Escherichia coli e
Kluyveromyces marxianus com diferentes sondas e fluor6foros. Na primeira, segunda e terceira
linhas, os pocos referem-se as amostras de solo marcadas com combinacdes das sondas
EUB338 (dominio Bacteria), EUK538 (Eukarya), AMF (fungos micorrizicos arbusculares) e o
corante DAPI (DNA total). Na quarta linhas estdo células de Kluyveromyces marxianus
marcadas com os mesmos fluoréforos. Na ltima linha, células de Escherichia coli marcadas
com sonda EUB e corante DAPI. As imagens foram capturadas em microscopia de

epifluorescéncia com filtros para os fluor6foros GFP (verde), RFP (vermelho) e DAPI (azul).
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A organizacdo das laminas remete a testagem das sondas quanto a especificidade e eficiéncia

de hibridizacdo em matriz complexa de solo rizosférico.

Em amostras tratadas simultaneamente com EUB338 (GFP), EUK538 (RFP) e DAPI
(DAPI), foram visualizadas regides de fluorescéncia verde, vermelha e azul, correspondendo a
presenga de bactérias, eucariotos e DNA total, respectivamente. A aplicagdo isolada de DAPI
evidenciou toda a populacdo de células com DNA geral como alvo, enquanto as sondas
EUB338 e EUKS538, marcadas separadamente, destacaram predominantemente células

bacterianas e de eucariotos.

Na combinag¢do de EUB e AMF, ambas as sondas revelaram pontos fluorescentes muito
semelhantes entre si, indicando possiveis associagdes entre materiais genéticos de bactérias e
fungos micorrizicos arbusculares. O controle sem sonda ndo apresentou fluorescéncia
detectavel, descartando autofluorescéncia da matriz do solo. Em amostras de Kluyveromyces
marxianus ¢ de Escherichia coli, usados como isolados controles, a hibridizagdo com EUB338,

EUKS538 e DAPI validou a especificidade das sondas e dos fluoréforos.

Em conjunto, esses resultados demonstram que o protocolo otimizado de FISH, que inclui
suspensao em PBS, e submissdo das amostras a Tween 80, sonicacdo leve, fixacdo em
paraformaldeido e hibridizagdo a 46 °C, é capaz de detectar e diferenciar bactérias, eucariotos
e material genético de fungos micorrizicos vindos de amostras de solo rizosférico. Essa
validacdo experimental destaca o FISH como ferramenta promissora para o monitoramento

espacial de biomarcadores microbianos em estudos de bioinoculagao.

Discussao

Os resultados apresentados nesse capitulo sugerem que a aplicagdo de FMA on farm em
Caesalpinia peltophoroides modificou claramente a microbiota rizosférica e impactou as
propriedades fisico-quimicas do solo. A Analise de Correlagdo Candnica (CCA) revelou que
silte, areia fina e matéria organica se correlacionaram fortemente com a comunidade microbiana
nos tratamentos inoculados, apontando que o consorcio micorrizico influenciou parte quimica,

bem como a textura e a agregacao do solo.
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Entre os biomarcadores, em bactérias, o género Pirellula destacou-se nos solos rizosféricos
inoculados. Pirellula ¢ um taxon bacteriano associado a ciclagem de nitrogénio no solo, atuando
na transformagao de nitrogénio e no aumento do seu contetido disponivel na rizosfera (Ravinath
et al., 2022). Além disso, Pirellula foi identificado como uma bactéria caracteristica que
contribui para o maior teor de nutrientes disponiveis no solo rizosférico e para a elevagdo da
atividade enzimatica relacionada a ciclos biogeoquimicos-chave, o que pode impactar

diretamente a promogao de crescimento vegetal (Jia et al., 2024).

A analise de biomarcadores também identificou o género fungico Coniochaeta como taxa
significativo dos tratamentos com indculo de FMA on farm. A literatura relata que Coniochaeta
sdo comumente encontradas em solos, sedimentos e consércios microbianos derivados de
madeira em decomposi¢ao (Jiménez et al., 2020). Isso indica que este microrganismo ¢
adaptado a ambientes ricos em lignocelulose e desempenha um papel na degradagao de matéria
organica complexa (Liang et al., 2024; Silva et al., 2023). A abundancia de Coniochaeta em
consorcios microbianos degradadores de palha de trigo, por exemplo, reforga sua capacidade
de participar ativamente na ciclagem de nutrientes a partir de residuos vegetais do solo (Wang
et al., 2021). No contexto da rizosfera de C. peltophoroides, a presenga de Coniochaeta pode,
portanto, contribuir para a liberagao de nutrientes essenciais a planta por meio da decomposic¢ao
de detritos vegetais, indiretamente favorecendo o crescimento e o desenvolvimento da planta,

como observado por Jiménez et al. (2020) em pesquisa com consorcios de palha de trigo.

Para a comunidade bacteriana, os indices de diversidade alfa (Shannon e Chaol) nao
apresentaram diferenga significativa entre os tratamentos, o que sinaliza que a inoculacao com
FMA on farm, ou até mesmo a fertilizacdo de Clark, redirecionaram abundancias relativas sem
prejudicar padrdes de riqueza ou diversidade (Finn ef al., 2021). J4 no dominio fingico, a
riqueza (Chaol) aumentou significativamente nos tratamentos com planta e indculo de FMA
on farm. Esse incremento refletiu na maior representagao de familias do filo Glomeromycota,
como Glomeraceae e Serendipitaceae. Tais microrganismos apresentam hifas extrarradiculares,
que ampliam a captura de P e micronutrientes em associacao simbiotica € podem dessa forma
ter atuado no melhor desenvolvimento das plantas de C. peltophoroides inoculadas neste estudo

(Ahmed et al., 2025; Parniske et al., 2008).

No dominio Bacteria, a beta diversidade (PC1=46,8%; PC2=13,3%) revelou uma clara
separagdo entre Substrato (S) e substrato + inéculo de FMA on farm (SI), bem como entre

tratamentos com planta sem inoculacdo (C1, T1) e com inoculacdo (T2, T3). Os vetores
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taxonodmicos indicaram correlagdes positivas de S e C1/T1 com Sphingomonas, Bryobacter e
Pyrinomonadaceae, enquanto SI, T2 e T3 se associaram a Ohtaekwangia, Pirellula,
Thermoanaerobaculaceae e Nitrosomonadaceae. A estabilidade dos indices de diversidade alfa
bacteriana, apesar dessas redistribui¢des, sugere que a riqueza e a equitabilidade ndo foram tao
impactadas, mas que o inoculo redirecionou abundancias relativas em favor de grupos
nitrificantes e planctomycetais, que sdo capazes de converter amdnia diretamente em nitrogénio

gasoso, quando em condig¢des anaerdbias (Ravinath et al., 2022; Jia et al., 2024).

Para a comunidade fungica, a beta diversidade (PC1=53,1%; PC2=14,9%) também
destacou o impacto do in6culo e da fertilizagdo na comunidade. As condigdes sem inoculo (S,
C1, T1) se relacionaram principalmente a Helicoma e Paracremonium, enquanto os tratamentos
com inoculo se correlacionaram com Coniochaeta, Glomeraceae e Rhizophydiales. O indice
Chaol aumentou significativamente em SI, T2 e T3, refletindo o surgimento de tidxons
saprofitos e micorrizicos como Coniochaetaceae e Serendipitaceae, ambos ligados a

decomposicao de lignocelulose e a mobilizacdo de nutrientes (Jiménez ef al., 2020; Shinde et

al., 2022).

A rede de ASVs indicadoras forneceu uma visao complementar, sendo que 24% das ASVs
bacterianas foram exclusivas de um unico tratamento, enquanto 76% foram compartilhadas,
com destaque para os padroes C1-T1 e T2-T3. Em fungos, apenas 15% das ASVs foram tnicas,
e 85% compartilhadas, principalmente entre T2 e T3, o que evidencia uma maior plasticidade

e conectividade funcional da microbiota fungica (Manfredini et al., 2021).

A andlise de log2-Foldchange, aplicada para comparar os tratamentos C1 (solo + planta) e
T2 (solo + planta + indéculo FMA on farm), permitiu evidenciar os géneros microbianos que
apresentaram variagdes significativas na abundancia relativa em resposta a inoculag¢do. Entre
os géneros bacterianos enriquecidos destacam-se os grupos associados a fungdes ecologicas
relevantes, como a nitrificacao (Nitrososphaera, MND1) (Norton & Ouyang, 2019; Lehtovirta-
Morley et al., 2016), a degradagdo de matéria organica (Solibacter, Terrimonas) (Zhang et al.,
2013; Ward et al., 2009) e a adaptacdo a ambientes oligotroficos (Subgroup 10, Reyranella)
(Dedysh & Yilmaz, 2018). Na comunidade fuingica, os géneros com aumento expressivo
incluem fungos associados a decomposicdo de residuos lignoceluldsicos (Humicola,
Myceliophthora) (Ibrahim et al,, 2021; Gomes, 2018), producdo de metabolitos bioativos
(Rhodotorula) (Kot et al., 2016), e simbiose micorrizica arbuscular (Septoglomus) (Opik et al.,

2010). Por outro lado, a diminui¢do de fungos como Fusarium em T2, indica o beneficio do
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in6culo de FMA on farm no biocontrole desses grupos patogenos de plantas. Conhecidamente,
algumas espécies de Fusarium podem provocar sintomas como murchas vasculares, podridao
radicular, necrose e morte de plantas, além de serem produtoras de micotoxinas, impactando
esferas da segurancga alimentar, bem como a satide humana e animal (Ekwomadu et al., 2023).
A dindmica de ASVs indicadoras, no geral, evidencia o papel estruturante do inoculo FMA on
farm na modulagdo da microbiota do solo, promovendo grupos funcionalmente relevantes para
a ciclagem de nutrientes, estabilidade da rizosfera, promo¢ao do crescimento vegetal e

diminui¢ao de grupos patdgenos de plantas.

Nesse capitulo, a primeira otimizacdo de protocolo de FISH em solo rizosférico das
amostras de C. peltophoroides, ¢ um ponto de partida, para no futuro, validar a presenca e a
distribuicao espacial de principais grupos microbianos, bem como biomarcadores para o

in6culo de FMA on farm.

Em resumo, a integragdo das analises de CCA, analises de diversidade alfa e beta, LefSE,
bem como as analises de ASVs indicadoras, por log2-Foldchange, revelou que o inoculo FMA
on farm reestrutura a microbiota rizosférica de C. peltophoroides, promovendo comunidades
conhecidamente capazes de elevar a ciclagem de nutrientes e de favorecer o estabelecimento
de simbioses benéficas. Com ajustes na metodologia de FISH para solo rizosférico, os
biomarcadores, como Pirellula, Coniochaeta, Glomeraceae e Nitrosomonadaceae, sdo
candidatos promissores para monitorar a persisténcia e a eficacia desse inoculante em condicdes
de campo. Esses resultados reforcam o potencial do FMA on farm para a produg¢ao de mudas
florestais robustas de forma sustentavel, alinhando-se as demandas globais por reducao de
insumos quimicos e impactos ambientais, possibilitando a aplicagdo dessas mudas, com maior

chance de sobrevivéncia, em programas de reabilitacdo de areas impactadas.

4. Conclusoes

O tratamento com FMA on farm em mudas de Caesalpinia peltophoroides reestruturou de
forma clara a microbiota rizosférica e alterou caracteristicas fisico-quimicas do solo através de
um conjunto integrado de processos que envolvem a micorrizosfera, o metabolismo vegetal e
as interacOes planta-solo-microrganismo. A analise multivariada demonstrou que a matéria

organica se correlacionou positivamente aos tratamentos inoculados, refletindo a maior
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atividade biologica e deposicao de carbono na rizosfera, enquanto a diversidade beta revelou
que taxons relacionados ao ciclo do N (Pirellula, Nitrosomonadaceae) e de decomposicao de
matéria organica (Coniochaeta, Glomeraceae) foram selecionados pelo sistema planta-indculo
de FMA on farm. A diversidade alfa bacteriana manteve-se estavel, mas a riqueza fingica
(Chaol) aumentou significativamente nas mudas inoculadas, confirmando nossa hipdtese de
que o tratamento com indculo modifica a dindmica da composi¢ao e da estrutura microbiana na
rizosfera através de efeitos cascata que incluem alteragdes nos exsudatos radiculares,

estabelecimento da micorrizosfera e mudangas no metabolismo da planta hospedeira.

Esses insights revelam que o inoculante FMA on farm tanto promove o estabelecimento de
simbioses benéficas, como também cria nichos nos quais processos fundamentais de ciclagem

de nutrientes podem ser potencializados.

Do ponto de vista pratico, esses resultados oferecem um roteiro para viveiros € programas
de restauragdo, em que o monitoramento de biomarcadores por FISH ou mesmo por PCR
especifico para grupos indicadores podem servir como ferramenta rdpida de avaliacdo de
qualidade de inoculagdo e persisténcia do bioinoculante. A adocdo dessa estratégia de
bioinoculagdo contribui para reduzir insumos quimicos, melhorar a sobrevivéncia de mudas e

possivelmente restaurar a saude de solos degradados.
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CAPITULO 3

Especializaciao funcional da rizosfera de Caesalpinia peltophoroides Benth. inoculada com

FMA on farm: otimizacio da comunidade microbiana para a promocio de crescimento

1. Introducio

O espago rizosférico abrange uma complexa rede de interacdes microbianas que
desempenham papéis importantes na ciclagem de nutrientes, promog¢ado do crescimento vegetal
e resisténcia a estresses (Berendsen et al., 2012). Enquanto estudos baseados em
sequenciamento de amplicons revelam a composicao taxondmica dessas comunidades, a
metagenOmica shotgun surge como uma ferramenta promissora para desvendar o potencial
funcional dessas comunidades, além de permitir a reconstru¢do de genomas microbianos e a
identificacdo de genes-chave associados aos processos biogeoquimicos € aos mecanismos de
PGP (plant growth promotion) (Quince et al., 2017). No contexto de bioinoculantes, a exemplo
de FMA on farm, compreender “quem esta presente” e “o que eles podem fazer” ¢ essencial

para otimizar sua aplicacao e prever impactos no solo rizosférico (Manfredini ef al., 2021).

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) sdao reconhecidos por sua capacidade de
melhorar a aquisicdo de nutrientes ¢ modular a microbiota do solo (Sadhana et al., 2014;
Bagyara and Sturmer., 2012). No entanto, indculos de FMA obtidos pelo método on farm, por
sua natureza ndo estéril, carregam uma diversidade microbiana adicional, cujas fungdes, nesse
sistema de in6culo, permanecem pouco investigadas. A predi¢do funcional via metagenomica
shotgun tem o potencial de gerar insights sobre como esse indculo atua na rizosfera, passando
por diversos mecanismos que incluem desde a degrada¢do de matéria organica, ciclagem de
nutrientes, a sintese de fitormonios, bem como a resisténcia a estresses abioticos (Levy ef al.,
2018). Além disso, a reconstru¢do de Genomas Montados a partir de Metagenomas
(Metagenome-Assembled Genomes — MAGs) permite vincular fungdes a microrganismos
especificos, superando limitagdes de andlises baseadas apenas em marcadores taxondmicos

(Albertsen et al., 2013).

Para espécies florestais, como Caesalpinia peltophoroides Benth., cuja producdo de mudas
demanda estratégias sustentaveis, entender a funcionalidade microbiana associada ao indculo
de FMA on farm ¢é um passo relevante. Estudos recentes destacam que a eficacia de
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bioinoculantes depende nao apenas da presenca de FMA, mas também de interagdes sinérgicas

com rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) (Basu et al., 2021).

Nesse contexto, a abordagem de metagendmica shotgun pode demonstrar o potencial
funcional dessas associagdes, revelando, por exemplo, como se da a contagem de categorias
metabdlicas e a presenca de genes relacionados a PGP triados em MAGs vindas do solo
rizosférico. Portanto, nosso objetivo foi empregar a abordagem de shotgun para predizer o perfil
funcional do in6culo de FMA on farm e seu impacto no Substrato, € no solo rizosférico de C.
peltophoroides, comparando tratamentos inoculados e ndo inoculados, além de reconstruir
MAGs para caracterizar microrganismos-chave presentes no Substrato, no indculo e na
rizosfera, relacionando-os a processos de PGP, buscando explicar diferengas observadas no

crescimento das mudas.

2. Material e Métodos
2.1. Experimento em Casa de Vegetacao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, utilizando a espécie florestal
Caesalpinia peltophoroides Benth. O in6culo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
utilizado foi obtido pelo método on farm, produzido pela microempresa Cogumé Biotecnologia
em colaboracdo com o Laboratorio de Associagdes Micorrizicas (LAMIC), vinculado a
Universidade Federal de Vicosa (UFV). A producao seguiu a metodologia de multiplicagcdo de
esporos de solo nativo em vasos com plantas de Sorghum bicolor, conforme descrito por

Moreira et al. (2021).

Sementes de C. peltophoroides, fornecidas pela Sociedade de Investigagdes Florestais (SIF)
da UFV, foram desinfestadas com alcool 70% e hipoclorito de sddio 2% e germinadas em areia
autoclavada por aproximadamente 14 dias. As plantulas resultantes foram transplantadas para
tubetes contendo substrato composto por uma mistura de solo horizonte B textural e areia (1:1),
com a adi¢cdo ou ndo de 30% (v/v) do in6culo de FMA on farm. As plantas foram mantidas em
casa de vegetagdo por um periodo de seis meses, sendo irrigadas diariamente para manter a
umidade do substrato em torno de 60% da capacidade de campo. Adicionalmente, aos
tratamentos delineados com solugdo nutritiva, foi aplicada semanalmente solucao de Clarck na
concentracao de 1/2 da forga.
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2.2. Delineamento Experimental

Para a andlise da diversidade microbiana, foram coletadas amostras de solo dos seguintes

tratamentos, com trés repeti¢des bioldgicas por tratamento:

Tratamento Componentes Descricio

Representar o potencial funcional inerente do subs-

S Substrato trato sem manipulagdes, servindo como base para
comparacoes.
Substrato + Demonstrar potenciais fun¢des metabdlicas ativadas
SI in6culo FMA on pela presenca do indculo de FMA no substrato, sem
farm influéncia da planta.

Destacar o perfil funcional da comunidade microbiana
C1 Substrato + planta _ ‘ '
influenciada pela rizosfera da planta, isoladamente.

Substrato + planta Investigar o impacto combinado da planta e do ino-
T1 + in6culo FMA on culo na moldagem do potencial funcional da comuni-

farm dade microbiana.

Substrato + planta Analisar como a adicdo de fertilizantes afeta o poten-
T2 + inoculo FMA on cial funcional microbiano ja influenciado pela planta

farm + fertilizacdo e pelo inoculo.

2.3. Extracio de DNA e envio para sequenciamento

Para as analises metagenomicas, coletamos em triplicata por tratamento amostras de solo
rizosférico (C1, T1 e T2), solo controle (S - sem planta, sem in6culo e sem fertiliza¢do) e solo
adicionado de indéculo (SI). A extracao de DNA total dessas amostras foi realizada a partir de

500 mg de solo, utilizando o kit NucleoSpin® Soil (Macherey-Nagel), seguindo as instrugdes

86



87

do fabricante. A qualidade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose
a 0,8% (m/v). A quantificacdo do DNA foi realizada com o kit Qubit® dsDNA Assay Kit no
Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, CA, EUA), garantindo a concentracao adequada
para as etapas posteriores. Apos a avaliagcdo da qualidade e quantificagdo, as amostras de DNA
foram enviadas para a Novogene (Sacramento, CA, EUA), empresa responsavel pela preparagao
das bibliotecas de sequenciamento e pela execucao do sequenciamento de alto rendimento pela

plataforma NovaSeq X Plus Series (PE150).

2.4. Analise de dados de sequenciamento de shotgun

Os dados brutos de sequenciamento metagenomico shotgun foram processados utilizando
a plataforma KBase (Chivian et al., 2023) e recursos computacionais do servidor Cluster.DTI.
Inicialmente, o controle de qualidade dos dados de sequenciamento foi realizado com a
aplicacdo do FastQC (Andrews, 2010), seguindo do pré-processamento das leituras (reads) pelo
Trimmomatic (Bolger et al., 2014). As leituras foram filtradas de acordo com um limiar de
qualidade pré-definido, para a remog¢do de dados de baixa confiabilidade. Em seguida,
sequéncias artificiais como adaptadores e primers, foram identificadas e descartadas e o mesmo

foi feito para leituras contaminantes.

Sequencialmente, a montagem de contigs, unido das reads em fragmentos de DNA mais
extensos, foi realizada visando uma compreensdo mais aprofundada das estruturas e fungdes
genOmicas, para investigacdo de genes e microrganismos presentes nas amostras. Essa
montagem foi realizada utilizando o MetaSPAdes (Nurk et al., 2017). Anterior a etapa de
binning, utilizando o Strobealign, as leituras foram alinhadas aos contigs de cada amostra
(Sahlin, 2022). No processo de binning, agrupamento de contigs em MAGs, foi empregada uma
abordagem que utiliza a combinagao de trés algoritmos complementares, sendo eles:
CONCOCT (Alneberg et al., 2013), MaxBin (Wuet al.,2014) e MetaBAT2 (Kang et al., 2019).
Para essa parte do processamento, considerou-se um comprimento minimo de contigs de 1000
pares de bases. O médulo Metagenome Binning no KBase (Chivian et al., 2023) também foi
utilizado para a reconstru¢do de genomas microbianos (MAG - Metagenome-Assembled
Genome), refinando o resultado com o DAS Tool (Sieber et al., 2017) e MetaWRAP (Uritskiy
et al., 2018). A partir dos resultados obtidos por diferentes métodos de binning, a etapa de

refinamento otimizou a qualidade dos MAGs montados, pela selegdo dos melhores candidatos
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e unido de MAGs redundantes. Com isso, foi possivel maximizar a completude e minimizar a
contaminagdo, de forma que os MAGs apresentassem no minimo 50 % de completude e no
maximo 10 % de contaminag¢do. A dereplicacdo por dRep (Olm et al., 2017) garantiu a
eliminagdo de MAGs duplicados. Ao final desse processamento, a qualidade de cada bin foi

verificada por CheckM (Parks et al., 2015) e CheckM2 (Chklovski et al., 2023).

A classificagdo taxondmica dos MAGs foi atribuida aplicando o GTDB-Tk (Chaumeil el
al., 2022), banco de dados Genome Taxonomy Database (GTDB) versao r214 (Parks et al.,
2022). Para quantificar a abundancia relativa de cada bin nas diferentes condicdes
experimentais, foi realizado o mapeamento das leituras originais voltando as MAGs utilizando
o Bowtie2 e CoverM (Aroney et al., 2025). Para o calculo de abundancia relativa, foram
considerados apenas os mapeamentos com mais de 95 % de identidade e mais de 80 % de
cobertura (CoverM v0.6.1). A classificagdo taxonOmica aplicada as reads foi feita pelo

aplicativo Kaiju (Menzel et al., 2016), no KBase.

A composi¢ao taxondmica de reads foi determinada para os microrganismos pertencentes
aos dominios Bacteria e Fungi. A classificagdo taxonomica foi realizada utilizando o algoritmo
Kaiju, por meio da plataforma Kbaser, com foco na identificagdo de genes correspondentes a
regido codificadora do RNA ribossomico da subunidade pequena (SSU rRNA). Nao foram
utilizadas contigs nem MAGs (Metagenome-Assembled Genomes) para essa etapa. Essa andlise
priorizou a recuperacdo direta de sequéncias de marcadoras de rRNA nas reads, sem
reconstru¢ao gendmica, visando preservar a representatividade da diversidade microbiana

presente nas amostras.

A predicao funcional foi realizada a partir da traducao das reads e dos genomas das MAGs
reconstruidas em proteoma. As reads e MAGs foram submetidas a predi¢do do proteoma com
o aplicativo DRAMM (Shaffer et al., 2020) no KBase, para obten¢do dos dados relacionados a
categorias metabolicas de contexto geral como Metabolismo de proteinas, Carboidratos, entre
outros. E, especialmente para as MAGs, a identificagdo de genes associados a promocao de
crescimento vegetal (PGP — plant growth promotion) foi realizada a partir da constru¢ao de um
perfil de modelo de Markov oculto (HMM - Hidden Markov Model) e a anotagao funcional foi
realizada com o HMMER 3 (Potter et al., 2018). Esse perfil inclui genes relevantes como:
fixacdo de nitrogénio (nifH, nifD, etc.), biossintese de exopolissacarideos (epsD, epsE, etc.),
nodulagdo (nodA, nodB, etc.), eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (sod3, ssodC, etc.,

aquisi¢ao de ferro (/ipA4, lipB, etc.), além de genes relacionados a respostas ao estresse salino,
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marcadores de embriogénese vegetal, vias associadas a auxinas e genes envolvidos na
solubilizacao de fosforo. As sequéncias relativas a esses genes foram recuperadas do Uniprot

(Uniprot Consortium, 2024) e foram alinhadas usando o ClustalW (Thompson ef al., 1994).

3. Resultados e Discussio
3.1. Analise de Composi¢ao Taxondomica de Reads

Da abordagem metagendmica shotgun, a composi¢ao taxondmica de reads foi baseada na
recuperagao de genes correspondentes a regido codificadora do RNA ribossémico (SSU rRNA

- small subunit ribossomal RNA) (Figura 1).
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Figura 1: Composicao taxondmica em nivel de Classe das reads nos dominios (a) Bacteria e
(b) Fungi do solo, solo inoculado, e solo rizosférico em C. peltophoroides. Tratamentos: S -
Substrato; SI - substrato + indculo de FMA on farm; C1 - solo + planta (controle); T1 - solo +
planta + in6culo de FMA on farm; T2 - solo + planta + in6culo de FMA on farm + fertilizacao
de Clark.

Para bactérias (Figura 1a) e fungos (Figura 1b), a composicao taxondmica a nivel de Classe

ndo variou significativamente entre as diferentes condigdes experimentais. No dominio
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bacteriano, o solo adicionado de indculo (SI) mostrou um leve aumento de Alphaproteobacteria,
Actinomycetia, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Plantomycetia e
Gammaproteobacteria. No entanto, nos tratamentos com efeito rizosférico (C1, T1 e T2), a

porcentagem de reads anotadas permaneceu estavel para as diferentes classes bacterianas.

No dominio Fungi, a variagdo foi ainda menor, praticamente inexistente. Dentre os
microrganismos mais abundantes destacaram-se: Eurotiomycetes, Sordariomycetes,
Saccharomycetes, Agaricomycetes, Dothideomycetes e Chytridiomycetes. Microrganismos da

classe Glomeromycetes também foram anotados, mas em menor porcentagem.

3.2. Perfis Funcionais Metagenomicos

No contexto geral, foi analisado o perfil metabdlico de cada tratamento, em termos de reads
(Figura 2). As categorias foram selecionadas com base em sua relevancia ecoldgica e
metabdlica, incluindo processos-base como aqueles relacionados ao metabolismo de proteinas,
carboidratos, e processos-chave como fixacdo de nitrogénio, metabolismo de carbono e

respostas ao estresse.
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Figura 2: Distribui¢do das categorias metabdlicas por tratamento, com base na contagem de
reads. Em (a) estdo as categorias mais abundantes e em (b) as categorias menos abundantes.
Em (c) estdo as categorias funcionais refinadas, em que genes anteriormente classificados como
"Outros", agora sdo categorizados de forma mais especifica. A plotagem dos dados de (a), (b)
exclui a categoria "Outros" para melhor visualiza¢do das categorias funcionais. Tratamentos: S
- Substrato; SI - substrato + indculo de FMA on farm; C1 - solo + planta (controle); T1 - solo
+ planta + in6culo de FMA on farm; T2 - solo + planta + in6culo de FMA on farm + fertilizacao

de Clark. Letras diferentes acima das barras indicam diferencas significativa (p < 0.05).

O grafico de barras agrupadas (Figura 2), apresenta o perfil funcional das reads com
rarefacdo de dados, partindo de 34135 sequéncias para as andlises de abundéancia. As categorias
metabolicas de maior abundancia (Figura 2a) sdo representadas principalmente por
Carboidratos e Metabolismo de proteinas, seguido de Aminoacidos e Transporte de Membrana.
O grafico no quadro (b) ilustra as categorias de abundancia média, também de relevancia
ecologica nas fun¢des metabolicas. Dentre elas, a Produ¢do de Exopolissacarideos e Resposta
a Estresse apresentaram diferencgas significativas, com alta abundancia média para o tratamento
T2. Em (c), a categoria “Outros” foi investigada e nela foram encontradas principalmente
Proteinas Hipotéticas, Metabolismo Energético e Elementos mdveis, com alta abundancia em

reads de T2.

A andlise de metagendmica shotgun permitiu reconstruir MAGs metagendmicos e
identificar o potencial funcional das comunidades microbianas nos diferentes tratamentos
(Figura 3). Os resultados estdo apresentados em um heatmap de presenca e auséncia, indicando
a distribui¢do de categorias funcionais relacionadas a defesa e a PGP entre os MAGs de cada

condicao.
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Figura 3: Perfil da predi¢do funcional potencial em comunidades microbianas do solo
rizosférico de C. peltophoroides sob diferentes tratamentos. O heatmap representa a presenca
ou auséncia dos genes para as funcdes genéticas relacionadas a defesa e a promocao do
crescimento de plantas. Tratamentos: S - Substrato; SI - substrato + indculo de FMA on farm;
Cl1 - solo + planta (controle); T1 - solo + planta + in6culo de FMA on farm; T2 - solo + planta
+ indculo de FMA on farm + fertilizacao de Clark.

Apesar do perfil funcional visualmente padronizado, notou-se que as fungdes variaram em
relagdo ao nimero de MAGs relacionados. As categorias funcionais estudadas incluiram os
genes relacionados a: estresse por salinidade e transporte de potéssio, eliminagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS - reactive oxygen species), nodulagdo, metabolismo de triptofano
relacionado a 4cido indol-3-acético (IAA - indole-3-acetic acid), fixacdo de nitrogénio,

aquisicao de ferro, producdo de exopolissacarideos e embriogénese de plantas.

Dentre os tratamentos sem a presenca de planta, o Substrato (S) mostrou-se pouco
redundante pelo baixo nimero de MAGs reconstruidas desempenhando uma mesma fungado
categodrica. Ou seja, uma comunidade de MAGs menos diversificada e com menor sobreposi¢ao
funcional. J& no solo adicionado de inoculo (SI), observou-se maior nimero de MAGs para
desempenharem uma mesma fung¢ao, sendo o unico tratamento em que os MAGs reconstruidos

obtinham genes putativos relacionados a fixagdo de nitrogénio.
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Em Cl1, a presenca da planta associada ao substrato de cultivo sem a presenca do indculo,
gerou um aumento do niimero de MAGs desempenhando mesma fungao categorica. Por outro
lado, nos tratamentos inoculados (T1 e T2), notou-se uma maior densidade da presenca de genes
relacionados a nodulacdo e ao estresse por salinidade e transporte de potassio. Os genes
relacionados a fixacdo de nitrogénio ndo foram relatados na reconstru¢do das MAGs dos

tratamentos com planta.

Esses padroes de nimeros de MAGs e de fungdes relacionadas a PGP que foram observados,
sugerem uma transi¢ao intrigante, de um perfil de uma redundancia funcional nos sistemas
controle (S) e (Cl), para uma maior especializacdo e eficiéncia funcional da comunidade

microbiana rizosférica dos tratamentos inoculados (T1 e T2).

3.3. Analise de Composi¢ao Taxonomica de MAGs

A andlise da composi¢do taxondmica dos MAGs revelou perfis microbianos distintos em

cada tratamento, fornecendo insights sobre a identidade e a abundancia relativa dos

microrganismos que compdem as comunidades funcionais do solo rizosférico (Figura 4).
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Figura 4: Composicdo taxonomica em nivel de género, familia e filo dos MAGs
metagendmicos reconstruidos nas comunidades microbianas do solo, solo inoculado, e solo
rizosférico em C. peltophoroides. Tratamentos: S - Substrato; SI - substrato + indéculo de FMA
on farm; C1 - solo + planta (controle); T1 - solo + planta + in6culo de FMA on farm; T2 - solo

+ planta + in6culo de FMA on farm + fertilizacdo de Clark.

O solo (S) foi caracterizado pela predominancia do filo Acidobacteriota, com destaque para
a familia Pyrimonodaceae, além de Cyanobacteriota (Familia Phormidiaceae) e Patescibacteria.
Portanto, esses grupos representam a comunidade microbian, em termos de MAGs, do Substrato

utilizado no experimento.

A adi¢do do indculo de FMA on farm ao solo (SI) resultou em um aumento notavel da
diversidade microbiana dos genomas possiveis de serem reconstruidos. Houve um incremento
significativo de bactérias do filo Actinomycetota, incluindo as familias Gaiellaceae e
Nocardioidaceae. Além desses grupos, notou-se o surgimento de MAGs pertencentes aos filos
Bacillota, Chloroflexota, Eisenbacteria e Nitrospirota, indicando o estabelecimento de um

consoércio microbiano diversificado pelo inoculo.

Na presenca da planta, o solo rizosférico sem indculo (C1) apresentou uma maior
diversidade de MAGs reconstruidos, com alta abundancia relativa de Solirubrobacteraceae e
géneros desconhecidos do filo Actinomycetota, bem como o aparecimento de MAGs de géneros
desconhecidos dos filos Gemmatimonadota e Myxococcota, evidenciando o efeito seletivo da

rizosfera exercido pela planta.

Nos tratamentos que combinaram planta e indculo, a estrutura da comunidade de MAGs
continuou a ser moldada pela interagdo da planta com o indculo e, no tratamento T2, pela
fertilizagdo. Em T1 (solo + planta + indculo), o aumento de MAGs do filo Actinomycetota foi
notavel, principalmente das familias Nocardioidaceae e Solirubrobacteraceae. Além disso,
observou-se o surgimento dos filos Krumholzibacteriota e do género Peribacteraceae,
evidenciando a formag¢ao de uma comunidade rizosférica distinta sob a influéncia combinada

de C. peltophoroides.

Para o tratamento T2 (solo + planta + in6culo FMA on farm + fertiliza¢dao), o perfil

taxondmico manteve-se semelhante a T1 em alguns aspectos, mas com alteragdes especificas.
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Destacou-se o surgimento do género Priestia (Familia Bacillaceae, Filo Bacillota) e a presenca
de MAGs dos filos Pseudomonadota e Verrucomicrobiota. Além destes, notou-se uma elevacao

de Bacteroidota e Chloroflexota quando comparado a T1.

3.4. Métricas de Diversidade Baseadas em MAGs (Metagenome-Assembled Genomes)

Das analises baseadas em MAGs, as métricas de diversidade alfa e beta demonstraram

diferentes padrdes entre os tratamentos (Figura 5).

a) Métricas de riqueza, equitabilidade e diversidade das MAGs
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Figura 5: Analises de diversidade das MAGs (Metagenome-Assembled Genomes). (a)
Métricas de diversidade alfa: indices de riqueza, equitabilidade e diversidade para os diferentes
tratamentos. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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(b) Analise de coordenadas principais (PCoA) baseada na diversidade beta das MAGs, em que
PCI1 explica 39,03% da variagdo total. Tratamentos: S - Substrato; SI - substrato + inoculo de
FMA on farm; C1 - solo + planta (controle); T1 - solo + planta + indculo de FMA on farm; T2

- solo + planta + indculo de FMA on farm + fertilizagao de Clark.

Os dados de diversidade alfa indicam que os tratamentos SI (substrato + in6culo) e C1 (solo
+ planta) apresentaram os maiores valores de riqueza (25 MAGs), com uma microbiota mais
diversa. Os tratamentos T1 e T2, que combinam planta e in6culo, adicionado de fertilizacao
(em T2), apresentaram riqueza intermediaria (12—14 MAGs), enquanto o tratamento S
(Substrato) apresentou a menor riqueza. A equitabilidade foi maior nos tratamentos com planta
(C1, T1, T2) e no solo adicionado de indculo de FMA on farm (SI), sendo significativamente
menor em S. O indice de Shannon seguiu padrao semelhante ao da riqueza, com SI e C1

apresentando os maiores valores € S 0 menor valor.

Na andlise de diversidade beta (PCoA), observou-se uma clara separagdo entre os
tratamentos ao longo do eixo PCl (39,03% da variagdo). Trés agrupamentos foram
identificados: (1) S e C1, (i1) SI, e (ii1) T1 e T2. Tratamentos com e sem inocula¢do de FMA on
farm se posicionaram em lados opostos do grafico, indicando um efeito relevante do indculo na

composi¢ao da comunidade microbiana.

Discussao

Das anélises taxondmicas baseadas em reads, a comunidade bacteriana e fungica mostrou-
se estavel entre os diferentes tratamentos. Embora a abordagem de shotgun possibilite a
recuperagdo de genes SSU rRNA dos dados brutos, esses genes tendem a ser poucos abundantes
nesses dados e, portanto, podem fornecer uma resolugdo limitada da taxonomia presente na
amostra (Quince et al., 2017). Em Bacteria, o inoculo de FMA on farm contribuiu com um leve
incremento na abundancia relativa de grupos microbianos versateis em termos metabolicos, que
desempenham fungdes na ciclagem de nutrientes e decomposi¢do de matéria organica (Ma et
al., 2025; Masuda et al, 2024;). Na comunidade fingica, a variagao foi ainda menor, sendo as
classes mais abundantes pertencentes a Eurotiomycetes, Sordariomycetes, Saccharomycetes,
Agaricomycetes, Dothideomycetes e Chytridiomycetes. Ainda que em menor propor¢do, a
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presenga de Glomeromycetes ¢ relevante por representar potencialmente a presenga dos FMA
(Da Silva et al., 2024), corroborando com a colonizacdo micorrizica que foi observada no
Capitulo 1 desse trabalho. Os grupos fungicos abundantes citados apresentam alta distribuicao
ecoldgica e diversidade funcional, a exemplo de Sordariomycetes e Eurotiomycetes em solos

florestais e agricolas (Chen et al., 2023).

As categorias funcionais mais abundantes associadas as reads, como o Metabolismo de
Carboidratos, Proteinas, Aminoacidos, Respiragdo, entre outras, evidenciam a predominancia
de vias metabodlicas fundamentais para a manutencdo da atividade microbiana do solo,
relacionadas a obtenc¢do de energia (Salam et al., 2019). Essas categorias aumentadas refletem
a rizosfera como um ambiente rico em agtlicares € aminoacidos, que podem ser utilizados pelos
microrganismos (Wani et al., 2024). Os Elementos Moveis presentes em alta abundancia média,
inclusive nos tratamentos inoculados, pode evidenciar uma maior plasticidade gendmica e
adaptabilidade da comunidade microbiana rizosférica, dado que esses elementos sdo
frequentemente associados a genes de mecanismos de defesa, resposta ao estresse oxidativo e
resisténcia a metais (Rodrigues et al., 2023). Além disso, esses elementos podem facilitar a
transferéncia horizontal de genes relacionados a promocgao de crescimento vegetal, bem como
auxiliar na regulacdo das interagdes planta-microrganismo (Cotta et al., 2024; Huang et al.,

2022; Ku et al., 2021).

Em relagdo aos MAGs reconstruidos, os perfis funcionais foram semelhantes entre as
condigdes experimentais. No entanto, essa abordagem revelou que as fungdes se concentraram
em um menor numero de MAGs, levando a uma interpretacdo de um padrao de especificidade
funcional. Ou seja, ao invés de inumeros microrganismos desempenharem as mesmas fungdes
(redundancia funcional), notou-se que as fungdes-chave ficaram restritas a poucos taxons
especificos. Esse resultado evidencia uma especializacdo funcional dentro da comunidade
microbiana no tratamento inoculado, o que pode refletir uma adaptacdo mais refinada as

condi¢des ambientais ou uma selecdo funcional direcionada pelo indculo de FMA on farm.

A obtencdo de um menor nimero de MAGs metagendmicos desempenhando a mesma
func¢do nos tratamentos inoculados, na presenga de planta (T1 e T2), ressalta uma perspectiva
diferenciada da funcionalidade da rizosfera. Ainda que o esperado fosse evidéncias de
redundancia funcional, os dados obtidos sugerem uma especializagdo funcional e maior

eficiéncia da comunidade microbiana nos aspectos de PGP.
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Esse tipo de padrao também foi observado nos estudos de Meneghine ef al., (2016), que
identificou, por meio de analise metagenomica de solos com adubagdo organica, que
determinadas fung¢des metabolicas estavam associadas a grupos microbianos especificos,
sugerindo baixa redundancia e alta especificidade funcional. O trabalho publicado por Goulart
etal. (2013), sobre metagendmica aplicada a biotecnologia, destaca que a identificacdo de genes
com potencial biotecnoldgico, frequentemente depende de poucos microrganismos
especializados, reforcando a ideia de que a funcionalidade pode estar concentrada em taxons

especificos, ainda que em comunidades microbianas diversas (Suman et al., 2022).

O espaco rizosférico ¢ um ambiente altamente complexo e seletivo, que se molda pelos
exsudatos radiculares da planta e pelas interagdes com microrganismos simbiontes. Nesse
espago, os exsudatos atuam como sinalizadores e fontes de carbono, com potencial para atrair
uma comunidade microbiana especifica (Philippot ef al., 2013; Badri et al., 2009). Na presenca
de C. peltophoroides, a inoculagdo com FMA on farm pode ter exercido uma pressao seletiva,
favorecendo o estabelecimento de microrganismos altamente especializados e eficientes em
fungdes destaque para a sobrevivéncia e o crescimento vegetal. O funcionamento da
comunidade microbiana se reflete em mecanismos mais eficientes de ciclagem de nutrientes,
na redu¢do da competigao por recursos, que possibilita o direcionamento metabolico para vias
que beneficiam diretamente o crescimento vegetal e no fortalecimento de interagdes sinérgicas.
Esses aspectos, no contexto da inoculacio com FMA on farm, podem favorecer uma rizosfera
mais resiliente, adaptada ao contexto planta-solo. Em pesquisa realizada por Czerniak et al.
(2014), foi observado que a aplicagao de inoculantes micorrizicos produzidos com residuos da
industria florestal favoreceu a colonizagdo radicular e a proliferacdo de propagulos no solo,
evidenciando o potencial da inoculagdo como pressao seletiva sobre comunidades microbianas

eficientes e especializadas.

Os in6culos de FMA, além de formar a simbiose com a planta, também tem potencial de
interagir com outras bactérias e fungos no solo, causando o efeito de micorrizosfera (Wei et al.,
2025). Esse efeito causa a liberagdo de compostos bioativos que estimulam microrganismos
benéficos, favorecendo a co-selecdo de uma comunidade microbiana especializada e funcional
(Barwant et al., 2025). Trabalhos como os de Moreira et al. (2014) e Martins et al. (2017)
corroboram que a inoculacio com FMA pode elevar a colonizagdo radicular e modular
positivamente a microbiota rizosférica, reforcando a eficiéncia do sistema planta-solo-

microrganismo.
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O perfil do solo “basal” de cultivo (S), dominado por Acidobacteriota (como
Pyrimonodaceac), Cyanobacteriota (Phormidiaceae) e Patescibacteria, representa a composicao
de MAGs inerente ao solo. Esses filos sdo frequentemente encontrados em solos oligotroficos
e sdo conhecidos por sua adaptagdo a essas condi¢des e por papéis na ciclagem biogeoquimica
(Bald et al., 2021; Kalam et al., 2020; Herrmann et al., 2019). A presenga desses grupos

estabelece um ponto de partida para avaliar as alteracdes influenciadas pelo FMA on farm.

A principio, a adicdo do inoculo de FMA on farm (SI) ao Substrato resultou em um
significativo aumento na diversidade taxonomica de MAGs. O surgimento de filos como
Actinomycetota, Bacillota, Chloroflexota, Eisenbacteria e Nitrospirota ap6s a aplica¢do do
in6culo sugere sua capacidade de enriquecer a comunidade microbiana do solo, seja por adig¢do
de novos taxons ou por estimulo ao estabelecimento de grupos funcionais. Os filos citados
anteriormente, abrigam espécies conhecidamente potenciais para a ciclagem de nutrientes,
produgdo de metabolitos bioativos e interagcdes benéficas com plantas e outros microrganismos
(Gu et al., 2025; Freches et al., 2024; Gorpenchenko et al., 2024; Hourigan et al., 2024; Paes
da Costa et al., 2024).

A presencga de C. peltophoroides no solo (C1) exerceu um efeito seletivo distinto sobre a
microbiota, dado o aumento da diversidade de MAGs e a alta abundancia relativa de
Solirubrobacteraceae e géneros desconhecidos de Actinomycetota. Esse padrdo ¢ consistente
com o papel da rizosfera enquanto ambiente altamente seletivo, moldado pelos exsudatos
radiculares, que atuam como fontes de carbono e sinalizadores quimicos para microrganismos
adaptados a metaboliza-los (Botelho et al., 2023; Vieira Junior et al., 2013). A emergéncia de
filos como Gemmatimonadota e Myxococcota nesse contexto reforca a influéncia da planta na
estruturagdo da comunidade microbiana, uma vez que esses grupos sdo frequentemente
associados a solos com maior atividade biologica e presenga de compostos organicos

complexos (Ling et al., 2022; Garbeva et al., 2008; Wang et al., 2023).

Nos tratamentos que combinaram a planta e o indculo, a comunidade microbiana continuou
a ser moldada por essa interacdo complexa, mas apresentou menor diversidade de MAGs
reconstruidos, o que sugere uma comunidade mais especifica e funcional. Em solo + planta +
in6éculo (T1), notou-se o aumento de MAGs de Actinomycetota (Nocardioidaceae e
Solirubrobacteraceae), associados a degradacdo de compostos organicos complexos e a
promogao da atividade microbiana do solo (Delgado-Baquerizo et al., 2018). Além destes, o

surgimento de grupos microbianos menos frequentes como Krumholzibacteriota e
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Peribacteraceae, indicam uma comunidade rizosférica especifica e diferenciada. Enquanto
Krumbholzibacteriota vem sendo associado a degradagdo de compostos aromadticos em
ambientes oligotroficos e ricos em matéria organica recalcitrante (Campbell et al., 2024), a
familia Peribacteraceae representa microrganismos com genomas reduzidos e metabolismo
simbiotico, que podem contribuir para interagdes sinérgicas entre plantas e microrganismos

(Boubekri et al., 2022; Brown et al., 2015).

Por fim, o tratamento inoculado T2, embora tenha apresentado uma comunidade similar a
T1, apresentou leves alteragdes taxonomicas, influenciadas pela fertilizagdo. A presenga de
microrganismos pertencentes a Priestia (Bacillota), Pseudomonadota e Verrucomicrobiota,
bem como o aumento de Bacteroidota e Chloroflexota em comparagdo a T1, sugerem que a
adicao de nutrientes via fertilizagdo direcionou o estabelecimento desses grupos microbianos
adaptados a ambientes mais ricos em recursos. Priestia, género anteriormente classificado
como Bacillus, sdo capazes de atuar na promoc¢ao do crescimento vegetal, sdo formadores de
endosporos, e sdo mais tolerantes a variagdes ambientais como estresse por metais pesados
(Zelaya-Molina et al., 2023). J& os filos Pseudomonadota e Bacillota, por exemplo, representam
grupos de microrganismos promotores de crescimento vegetal capazes de se adaptar a diferentes
condi¢des nutricionais (Ujvari et al., 2024; Zhou et al., 2020). Essa modulagao pela fertilizagao
pode ter refinado ainda mais a composi¢do da comunidade microbiana, favorecendo taxons com
maior plasticidade metabdlica e capacidade de otimizar o aproveitamento dos nutrientes

disponiveis.

A riqueza microbiana elevada nos tratamentos SI e C1 indica que tanto o in6culo quanto a
presenga da planta sdo capazes de promover o recrutamento de uma microbiota mais
diferenciada. Em contrapartida, os valores intermediarios observados em T1 e T2 podem refletir
uma filtragem mais seletiva, favorecendo tdxons funcionalmente adaptados a simbiose planta-
FMA (Ling et al., 2022). A maior equitabilidade nesses mesmos tratamentos sugere uma
comunidade mais equilibrada, enquanto a menor diversidade em S reforca a limitacdo do

Substrato em sustentar uma microbiota complexa.

A separagao observada na PCoA entre os tratamentos com e sem in6culo indica, mais uma
vez, o papel determinante do FMA on farm na estruturagao microbiana. Isso reforca a hipotese
de que a interacdo planta-in6culo atua como direcionadora da montagem da comunidade,

promovendo intera¢des mais eficientes e especificas (Ujvari et al., 2024; Ulbrich et al., 2022).
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Nesse estudo, a reconstrugdo de MAGs nado foi capaz de triar genes da categoria de fixagado
de nitrogénio. Vale ressaltar que isso pode ter ocorridos por diversos fatores, dentre eles: (a) os
genes dessa funcionalidade costumam estar em operons poucos abundantes e em regides do
genoma que sao de dificil montagem, portanto, essas regides podem nao ser anotadas em MAGs
de alta qualidade e ficarem abaixo do limiar de comprimento para serem detectados na anotagao
funcional (Parks et al., 2017); (b) os métodos de binning sdo baseados em composi¢do de k-
mers € cobertura, € genomas de dizimas raras, como sdo os de fixadores de nitrogénio, podem
ser considerados como contaminantes ou contigs soltos, sendo descartados (Almeida et al.,
2021); (c) as bases de dados contém genes pseudo-nif e homologias fracas, e por isso, escapam
do pipeline de anotagdo, levando a uma subestimac¢do dessa categoria funcional (Mise et al.,
2021); (d) no FMA on farm, a fixagdo de nitrogénio pode ser realizada por microrganismos de
linhagens pouco caracterizadas, com genes nif que diferem da referéncia e nao sao reconhecidos

pelo padrdo de perfil de HMM (Daims et al., 2015).

No geral, as mudangas observadas na composicao taxondmica dos MA4Gs metagendmicos
demonstram a forte influéncia do inéculo de FMA on farm, de C. peltophoroides e da
fertilizagdo na estruturacao funcional das comunidades microbianas do solo rizosférico. Cada
tratamento apresentou um perfil taxonomico distinto com base nos MAGs reconstruidos,
refletindo a adaptacdo e a resposta dos microrganismos as condi¢des ambientais e as interagdes

estabelecidas.

Os dados de metagendmica shotgun apresentados neste capitulo complementam
significativamente as analises taxondmicas no Capitulo 3. Enquanto o sequenciamento de
amplicon permitiu identificar quais tdxons estavam presentes e suas abundancias relativas, a
metagenOmica shotgun contribuiu com os dados de potencial funcional das comunidades
microbianas do Substrato (S), solo adicionado de inéculo de FMA on farm (SI), e dos solos
rizosféricos (C1, T1 e T2), além da reconstrucdo de MAGs. A identificagdo de genes
relacionados a promog¢ao de crescimento vegetal e protecdo contra estresses abidticos, assim
como sua triagem nos MAGs no delineamento experimental proposto fornece insights de como

os taxons podem estar contribuindo diretamente para a disponibilidade de nutrientes na r

1zosfera, bem como para o maior crescimento das mudas florestais de C. peltophoroides.

103



104

4. Conclusoes

A composi¢ao taxondmica baseada nas reads ndo apresentou diferencas significativas entre
os tratamentos, porém, o potencial funcional da comunidade rizosférica inoculada com FMA
on farm apresentou implicagdes relevantes. No contexto geral, as categorias funcionais mais
abundantes foram relacionadas ao metabolismo de carboidratos, proteinas e aminoacidos, sendo
que no tratamento inoculado (T2), houve maior abundancia de genes da producdo de

exopolissacarideos e resposta ao estresse, em termos de reads.

No contexto de MAGs, a comunidade rizosférica inoculada apresentou menor redundancia,
e, portanto, maior especializagdo funcional, em que um menor numero de MAGs concentrou
funcdes-chave de promocdo de crescimento vegetal. A composi¢do taxondmica revelou
comunidades distintas, em que a inoculacdo com FMA on farm apresentou MAGs de Priestia,
Pseudomonadota, Verrucomicrobiota e Peribacteraceae, grupos que desempenham
mecanismos associados a PGP e a tolerancia a estresses. A rizosfera inoculada apresentou
menor riqueza de MAGs, mas maior equitabilidade e especializagdo funcional. Ou seja, a
comunidade microbiana foi filtrada pela planta e pelo indculo, gerando uma microbiota mais

eficiente e adaptada a rizosfera.

A aplicacdo da metagendmica shotgun foi crucial para preencher parte das lacunas
funcionais, permitindo compreender as capacidades biogeoquimicas e promotoras de
crescimento do ino6culo de FMA on farm. Os dados revelaram a complexidade funcional das
interacdes entre a planta, o indculo de FMA on farm e o solo, elucidando os potenciais
mecanismos moleculares que sustentam os beneficios observados no desenvolvimento de C.
peltophoroides, bem como a constitui¢do de MAGs para cada tratamento avaliado. Com essas
informagdes funcionais, foi possivel contribuir mais insights dos modos de atuagdo do inodculo
de FMA on farm, validando-o enquanto bioinoculante, e provando mais uma vez o impacto
positivo de sua aplicagdo na producdo de mudas de C. peltophoroides com melhor

desenvolvimento e maior potencial de sobrevivéncia em areas impactadas.
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111

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

As andlises integradas de pardmetros fenotipicos e edaficos (Capitulo 1), de composi¢ao
taxonomica por amplicon (Capitulo 2) e de potencial funcional via metagendmica shotgun
(Capitulo 3) revelaram como o indculo on farm de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) foi
capaz de modificar o sistema rizosférico de Caesalpinia peltophoroides em casa de vegetacao.
No ambito do crescimento vegetal, a inoculacdo com FMA, isolada ou aliada a doses moderadas
de fertilizagdo, promoveu incrementos expressivos em altura, diametro, biomassa aérea e
radicular, conferindo as mudas maior vigor do que o uso exclusivo de fertilizante de Clark ou
o solo controle. Paralelamente, os solos rizosféricos submetidos ao indculo exibiram aumento
de matéria organica, capacidade de troca cationica e agua disponivel, além de concentragdes
mais altas de bases e micronutrientes, evidenciando uma rapida melhoria estrutural e quimica
mesmo em substrato inicial de baixa fertilidade. A colonizagdo micorrizica atingiu niveis
proximos a 60 % em plantas tratadas apenas com FMA on farm e ainda 30 % quando associada
a fertilizacdo, demonstrando o classico fenomeno de ftrade-off entre disponibilidade de

nutrientes e intensidade da simbiose.

Na esfera da diversidade microbiana, o sequenciamento de amplicons mostrou que o
in6culo remodelou profundamente as comunidades fingicas e bacterianas; em Bacteria, isso
ocorreu sem reduzir sua riqueza geral; em contrapartida, no dominio Fungi, o in6culo ampliou
a riqueza e reequilibrou a abundancia de tdxons associados a ciclagem de nutrientes e e a
promogao de crescimento. Biomarcadores como Pirellula, Nitrosomonadaceae, Coniochaeta e
Glomeraceae emergiram como grupos robustos de estabelecimento do inoculo e podem ser
alvos de métodos de monitoramento, como PCR ou sondas de FISH, para rastrear a persisténcia

e qualidade do bioinoculante em viveiros.

Complementando esses achados, a metagendmica shotgun permitiu reconstruir genomas
metagendmicos (MAGs) e identificar categorias-chave, sendo elas: fixacdo de nitrogénio,
biossintese de exopolissacarideos, solubilizacao de fosforo, sintese de auxinas e mecanismos
de tolerdncia a estresses abidticos, que se apresentaram concentradas em poucos
microrganismos. Essa concentragdo funcional sugere que a comunidade rizosférica, embora
menos diversa em MAGs ap6s a inoculagdo, ¢ mais eficiente em promover o crescimento

vegetal.
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Em conjunto, esses resultados demonstram que o indculo FMA on farm é uma tecnologia
vidvel e sustentavel para viveiros de mudas florestais, capaz de melhorar simultaneamente a
nutri¢ao das plantas, a qualidade do solo e a estrutura funcional da microbiota rizosférica. Para
maximizar seus beneficios, ¢ recomendado dosar a fertilizagdo para ndo inibir a colonizacao,
bem como incorporar protocolos de controle de qualidade baseados em biomarcadores
moleculares. Como perspectivas, ensaios de feedback planta-solo em condi¢des de campo e
abordagens multi-Omicas complementares, como metatranscriptomica e metaboldomica, podem
ser realizados a fim de aprofundar o entendimento dos mecanismos que sustentam essa
simbiose, com base em quais genes efetivamente sdo transcritos e quais metabdlitos sdo
produzidos na rizosfera, fornecendo uma abordagem mais fiel dos processos sustentam o vigor

das mudas.

Até o momento, os achados aqui apresentados representam valiosos insights sobre o
potencial do indculo FMA on farm e constituem um ponto de partida crucial para a continuidade
das pesquisas. Ao demonstrar eficiéncia na promogao de crescimento vegetal, melhoria edafica
e reestruturacao funcional da microbiota rizosférica, este bioindculo mostra-se tecnicamente
vidvel e alinhado a objetivos socioambientais. Futuras etapas poderdo validar sua aplicabilidade
em larga escala, otimizar protocolos de produgdo local e consolidar o FMA on farm como
tecnologia sustentdvel, acessivel a viveiristas, comunidades rurais e programas de restauragao,
que podem adquirir indculos de empresas especializadas ou produzir seu proprio indculo de
FMA on farm, ou até mesmo investir em parcerias cientificas para suporte técnico, capacitacao
e garantir o controle de qualidade desses produtos, contribuindo para modos de producdes

florestais mais sustentaveis e integrados com a saude do solo.
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