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RESUMO

A desertificagdo no semiarido brasileiro representa ameacga crescente a biodiversidade e aos
servicos ecossistémicos da Caatinga. Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (jurema-preta) destaca-
se como espécie pioneira dominante em areas degradadas, contribuindo para a regeneragao
natural, porém os mecanismos microbiologicos subjacentes a sua resiliéncia permanecem pouco
compreendidos. Este estudo objetivou caracterizar o microbioma bacteriano associado a
rizosfera e a endosfera radicular de M. tenuiflora em érea suscetivel a desertificacdo e avaliar o
efeito da inoculagdo de bactérias endofiticas no desenvolvimento inicial de plantulas. Para tanto,
caracterizou-se, pela primeira vez, o microbioma bacteriano radicular de M. tenuiflora no
municipio de Irauguba-CE, mediante sequenciamento de amplicons da regiao V4 do gene 16S
rRNA. As bibliotecas foram normalizadas por rarefagdo (60.000 leituras/amostra) e analisadas
quanto a composicao taxondmica, diversidade alfa e beta e. A rizosfera apresentou diversidade
alfa significativamente superior a endosfera, padrdo consistente com filtragem progressiva
hospedeiro-mediada. A andlise de diversidade beta revelou diferenciagdo composicional
significativa entre compartimentos (PERMANOVA: R? = 0.536, p = 0.009). Em nivel de filo,
Pseudomonadota dominou a endosfera, enquanto Actinomycetota foi mais abundante na
rizosfera. A andlise de abundancia diferencial identificou 11 géneros significativamente
enriquecidos (p-adj < 0.05, [log2FC| > 2): 10 na rizosfera (Conexibacter, Neobacillus,
Crossiella, entre outros) e um na endosfera (Rhizobium). A endosfera foi dominada pelo
complexo Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia, conhecido por fixagdo simbidtica de
nitrogénio e multiplas capacidades de promocdo de crescimento, seguido por Klebsiella e
Mycobacterium. Os resultados evidenciam partigdo funcional entre os compartimentos, com
especializacao endofitica em provisdo de nutrientes e mitigacdo de estresses, frente a
manuten¢do de diversidade rizosférica relacionada a decomposicdo e ciclagem de nutrientes. A
inoculacdo in vitro em plantulas de M. tenuiflora demonstrou que o consorcio de cepas
endofiticas formado por Serratia rubidaea + Citricoccus sp. promoveu aumento no crescimento
radicular comparado ao controle (p.adj < 0.05), confirmando o potencial de cepas nativas em
promover crescimento vegetal. Essa estruturacao constitui estratégia adaptativa as condi¢des de
desertificagdo, que explica a resiliéncia de M. ftenuiflora em solos degradados e fornece
subsidios para o desenvolvimento de bioinoculantes e estratégias de restauracao ecoldgica da

Caatinga.

Palavras-chave: microbioma vegetal; bactérias endofiticas; bacterioma radicular



ABSTRACT

Desertification in the Brazilian semiarid region poses a growing threat to Caatinga biodiversity
and ecosystem services. Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (jurema-preta) stands out as a
dominant pioneer species in degraded areas and for its contribution to natural regeneration;
however, the microbiological mechanisms underlying its resilience remain poorly understood.
This study aimed to characterize the bacterial microbiome associated with the rhizosphere and
root endosphere of M. tenuiflora in an area susceptible to desertification and evaluate the effect
of endophytic bacterial inoculation on seedling early development. To this end, the root
bacterial microbiome of M. tenuiflora was characterized for the first time in the municipality of
Irauguba, Ceara state, through amplicon sequencing of the 16S rRNA gene V4 region. Libraries
were normalized by rarefaction (60,000 reads/sample) and analyzed for taxonomic
composition, alpha and beta diversity. The rhizosphere exhibited significantly higher alpha
diversity than the endosphere, a pattern consistent with progressive host-mediated filtering.
Beta diversity analysis revealed significant compositional differentiation between
compartments (PERMANOVA: R?=0.536, p = 0.009), with greater rhizospheric homogeneity
and endospheric heterogeneity. At the phylum level, Pseudomonadota dominated the
endosphere, while Actinomycetota was more abundant in the rhizosphere. Differential
abundance analysis identified 11 significantly enriched genera (p-adj < 0.05, [log2FC| > 2): 10
in the rhizosphere (Conexibacter, Neobacillus, Crossiella, among others) and one in the
endosphere (Rhizobium). The endosphere was dominated by the Burkholderia-Caballeronia-
Paraburkholderia complex, known for symbiotic nitrogen fixation and multiple plant growth-
promoting capabilities, followed by Klebsiella and Mycobacterium. The results reveal
functional partitioning between compartments, with endospheric specialization in nutrient
provisioning and stress mitigation versus maintenance of rhizospheric diversity related to
decomposition and nutrient cycling. In vitro inoculation experiments with M. ftenuiflora
seedlings demonstrated that the Serratia rubidaea + Citricoccus sp. endophytic consortium
promoted increased root growth compared to the control (p.adj < 0.05), confirming the potential
of native strains to promote plant growth. This structuring constitutes an adaptive strategy to
desertification conditions, explaining the resilience of M. tenuiflora in degraded soils and

providing the basis for bioinoculant development and Caatinga ecological restoration strategies.

Keywords: plant microbiome; endophytic bacteria; root bacteriome.
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1 INTRODUCAO

A desertificagdo constitui um dos principais processos de degradacao ambiental
nas regides semiaridas do planeta, definida pela UNCCD (2022) como a degradacao das terras
secas causada pelos efeitos das variagdes climdticas e das alteracdes antrdpicas, como
desmatamento, uso inadequado do solo e superexploragdo dos recursos naturais (UNCCD,
2022; MILLENNIUM ECOSYSTEM ASSESSMENT - MMA, 2005), afetando a capacidade
produtiva do solo, o funcionamento dos ecossistemas € 0s servigos ecossistémicos.
Adicionalmente, a desertificacdo reduz a biodiversidade microbiana do solo e altera a estrutura
das comunidades de bactérias, fungos e outros organismos que sustentam esses sServigos
(Duran; Delgado-Baquerizo, 2020). No Brasil, esse fendmeno afeta de maneira intensa o
Semiarido, onde o bioma Caatinga se destaca como a formacgdo vegetal mais impactada,
apresentando extensas areas com solos empobrecidos, reducdo da cobertura vegetal e
comprometimento de servigos ecossistémicos essenciais (CGEE, 2016).

Nesse contexto, a Caatinga, embora historicamente associada a um bioma com
baixa diversidade e elevada fragilidade ecoldgica, abriga uma biota altamente adaptada a
condigoes extremas de déficit hidrico, altas temperaturas e solos com baixa fertilidade (Leal et
al., 2005; Silva et al., 2010). Entre as espécies que se destacam nesse cenario esta Mimosa
tenuiflora (Willd.) Poir., conhecida popularmente como jurema-preta, por ser uma espécie
pioneira com ampla distribui¢do e elevada abundancia em éreas degradadas (Lima, 1996;
Drumond et al., 2002; Santana; Souto, 2006). Essa espécie desempenha papel relevante na
estabilizacdo do solo, no aporte de matéria organica e na facilitagdo do estabelecimento de
outras plantas, sendo frequentemente associada a processos iniciais de regeneragdo natural da
Caatinga (Leal et al., 2014; Oliveira; Sales, 2015).

Apesar da reconhecida importancia ecoldgica da jurema-preta e de outras espécies
nativas do semidrido, ainda existem lacunas significativas no conhecimento sobre os
microrganismos associados a essas plantas, especialmente no que se refere ao microbioma
radicular. Estudos sobre microbiomas vegetais tém demonstrado que comunidades
microbianas associadas as plantas exercem papel fundamental na nutri¢do, na tolerancia a
estresses abidticos e na adaptacdo a ambientes adversos (Mendes et al., 2013;
Vandenkoornhuyse ef al., 2015). No entanto, a maior parte desse conhecimento ¢ derivada de
sistemas agricolas ou de espécies cultivadas (Hungria; Mendes, 2015).

A compreensdo do microbioma de espécies pioneiras, como M. tenuiflora, e do

potencial funcional de bactérias endofiticas associadas as suas raizes pode fornecer subsidios
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importantes para o desenvolvimento de bioinoculantes nativos e estratégias de restauragao
ecologica alinhadas as condi¢des ambientais do semidrido brasileiro e aos processos naturais

de regeneragdo da Caatinga.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 A desertificacdo no semiarido brasileiro
2.1.1 Terras secas: definicdo e distribuicdo global

As terras secas sdo definidas como areas onde a evapotranspiragdo potencial
excede a precipitagdo anual, resultando em um balango hidrico negativo (Hanan et al., 2021).
Essas areas ocupam cerca de 40% da superficie terrestre e incluem climas aridos, semiaridos e
sub-umidos secos (UNCCD, 2022). Podem ser caracterizadas pelo valor do indice de Aridez
(IA) menor que 0,65 obtido pela razao precipitagdo/evapotranspiracdo potencial (P/ETP)
(Pravalie, 2016; Hanan et al., 2021). Esse valor de taxa reflete areas mais sensiveis a
degradacdo (Koutroulis, 2019; Hanan et al., 2021), embora abriguem elevada diversidade
bioldgica, sustentem mais de dois bilhdes de pessoas e sejam responsdveis por cerca de um
terco da produgdo agricola mundial (Huang et al., 2016; UNCCD, 2022).

Nas ultimas décadas a expansao das terras secas tem sido associada ao agravamento
das mudangas climaticas globais, com proje¢des indicando aumento significativo de sua
extensdo nas proximas décadas, especialmente em regides tropicais e subtropicais (Huang et
al., 2016; Pravalie et al., 2019). Nesse contexto, a Convengao das Nagdes Unidas no Combate
a Desertificacdo (UNCCD) define a desertificagdo como o processo de degradagdo das terras
secas causado pelos efeitos das variacdoes do clima e das alteragcdes antrdpicas, afetando a
capacidade produtiva do solo e o funcionamento dos ecossistemas, assim como 0s Servigos
ecossistémicos (UNCCD, 2022). Em ambientes semidridos, o aumento da aridez amplifica os
efeitos de distiirbios como desmatamento e uso inadequado do solo sobre as comunidades
vegetais, acelerando processos de degradagao ecologica (Odorico ef al., 2013; Maestre et al.,

2016).

2.1.2 O Semidarido Brasileiro e o bioma Caatinga

No Brasil, as areas suscetiveis a desertificacio (ASD) concentram-se
principalmente na regido Nordeste, abrangendo predominantemente o Semidrido Brasileiro
(SAB) (MMA, 2005). De acordo com a delimita¢do vigente, o SAB ocupa uma area total de
1.335.298 km?, o que corresponde a aproximadamente 15% do territorio nacional, estendendo-
se pelo Nordeste e pelas regides setentrionais dos estados de Minas Gerais e do Espirito Santo

(Santos; Aquino, 2017; Marengo ef al., 2020).
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O Semiarido Brasileiro caracteriza-se por clima predominantemente arido e
semiarido, com chuvas irregulares, elevada evapotranspiragcdo e longos periodos de estiagem
(Alvares et al., 2013). O indice de aridez na regido varia entre 0,21 ¢ 0,50 (Verheye, 2009),
refletindo forte irregularidade espaco-temporal das precipitagdes. A evapotranspiracao média
anual pode atingir cerca de 2000 mm, contrastando com precipitagdes médias em torno de 800
mm, enquanto o periodo seco pode se estender de sete a nove meses (Silva et al., 2010). Essas
condi¢des climaticas, associadas ao relevo e a geologia regional, resultam em solos
frequentemente rasos, pedregosos e com afloramentos rochosos, sustentando cobertura vegetal
descontinua (CGEE, 2016). Apesar dessas restricdes ambientais, o SAB abriga o bioma
Caatinga, um sistema ecologico exclusivo do Brasil, resultado de processos evolutivos
associados a sazonalidade climatica e a limitacdo hidrica (Leal et al., 2005; Oliveira et al.,
2023).

Em escala continental, a Caatinga integra o conjunto das Florestas Tropicais
Sazonalmente Secas, ecossistemas reconhecidos por sua elevada vulnerabilidade a degradagao
antropica, especialmente sob cendrios de intensificacdo do estresse hidrico do solo (Miles et
al.,2006; Chaturvedi et al., 2011). Ademais, a Caatinga ocupa a maior area continua sob clima
tropical semidrido na América do Sul, situando-se entre os biomas Mata Atlantica e Cerrado
(Silva et al., 2017; Moro et al., 2016) com fisionomia de vegetagdo arboreo-arbustiva
predominantemente decidua, composta por multiplas formas de vida, incluindo teréfitos,
fanerofitos, chamaefitos, hemicriptofitos e criptofitos, refletindo adaptacdes funcionais as
limitagdes ambientais impostas pela sazonalidade hidrica e morfologicas como espinhos,
microfilia e caules suculentos (Hauff, 2010; Carvalho da Costa et al., 2007).

Embora frequentemente associada a fatores climaticos, a perda de cobertura
vegetal na Caatinga e no Semidrido Brasileiro ¢ predominantemente resultado de intervengdes
antropicas historicas, incluindo exploragdo agropecudria extensiva, desmatamento e
fragmentacdo da vegetagdo nativa (Antongiovanni et al., 2018; Aratjo et al., 2023). Esses
processos afetam ndo apenas a vegetacao, mas também a biodiversidade do solo, promovendo
alteracdes na composicdo e na estrutura de comunidades de bactérias, fungos, protistas e
invertebrados. A fragmentagdo da cobertura vegetal aumenta a heterogeneidade espacial dessas
comunidades no solo, uma vez que a estrutura da vegetacdo ¢ determinante para sua
distribuicdo, comprometendo fungdes ecossistémicas como a decomposi¢do da matéria
organica e a ciclagem de nutrientes (Duran; Delgado-Baquerizo, 2020). Estudos realizados na

Caatinga indicam redugdes expressivas na riqueza microbiana do solo e na abundancia de



14

genes associados ao ciclo do nitrogénio em areas sob desertificacao, evidenciam a sensibilidade
do componente edafico aos processos de degradagdo (Lacerda-Junior ef al., 2019; Oliveira et

al., 2021).

2.1.3 Nucleos de desertificagdo e o caso de Irauguba-CE

A sistematizagdo dos estudos sobre as causas e efeitos da desertificacdo, motivou
o estabelecimento de Nucleos de Desertificagdo no SAB, definidos por meio de metodologias
baseadas em bioindicadores, variagdo de elementos climaticos ¢ condigdes socioeconomicas
(Aquino, 2010 apud Vasconcelos Sobrinho, 1978). Atualmente, 0 MMA reconhece quatro
Nucleos de Desertificacdo no SAB: Gilbués (PI), Irauguba (CE), Serid6 (RN/PB) e Cabrob6
(PE) (Santos; Aquino, 2016). O estado do Ceara destaca-se por possuir todo o seu territorio
suscetivel a desertificacdo, sdo reconhecidos para o Estado trés ntcleos de desertificagao: I —
Irauguba, no Centro-Norte, II — Inhamuns, III — Médio Jaguaribe, dentre estes, o nucleo de
desertificagdo de Irauguba se enquadra como o mais critico (CGEE, 2016). A intensificagdo do
processo de desertificagdo nessas areas nos ultimos anos gerou acdes politicas e cientificas com
o intuito de mitigar seus efeitos (CGEE, 2016). No ambito institucional, o combate a
desertificagdo ganhou renovado destaque com o Plano de Acdo Brasileiro de Combate a
Desertificacao e Mitigacdo dos Efeitos da Seca (PAB-Brasil,) para o periodo 2025-2045,
coordenado pelo Ministério do Meio Ambiente, que constitui o principal instrumento nacional
para enfrentar a desertificagcdo e a recuperagdo de terras degradadas em todos os biomas até
2045 (MMA, 2025). Além disso, a 30" Conferéncia das Partes da Convencdo-Quadro das
Nacdes Unidas sobre Mudanga do Clima (COP 30), realizada em Belém em 2025, incluiu a
desertificagdo entre seus eixos tematicos prioritarios, reforcando sua centralidade na agenda

ambiental global (UNFCCC, 2025).

2.1.4 Estratégias de recuperagdo: o papel do pousio

Entre as estratégias de recuperagao adotadas em areas degradadas do SAB, destaca-
se o pousio, técnica que consiste em delimitar e isolar areas degradadas para que ndo sofram
perturbacdes antrdpicas ou pastoreio, permitindo sua recuperagdo gradativa (Sa et al., 2010;
Almeida et al., 2017; Oliveira; Sales, 2015). Nessas areas, as plantas atuam como agentes
diretos da recuperagdo local. Nesse contexto, Mimosa tenuiflora destaca-se como a espécie
mais abundante, podendo ser encontrada em areas com diferentes graus de degradacao, desde

remanescentes de vegetagao nativa até ambientes em avancado estagio de degradagao (Silva et
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al., 2017; Fernandes et al., 2024). Sua dominancia em diferentes graus de degradacao explica
a homogeneidade floristica das 4areas degradadas de Iraucuba (Oliveira; Sales, 2015).
Contrapondo-se a homogeneidade da flora, Oliveira et al. (2021) e Pereira et al. (2021)
constataram em seus estudos que essa homogeneidade nao se estende a biodiversidade edéfica.
Os resultados dos autores demonstraram que os solos das areas de pousio se aproximam, em
questdo de aspectos fisico-quimicos e diversidade de microrganismos, dos solos de areas

naturais no mesmo nucleo.

2.2 Jurema-preta (Mimosa tenuiflora) como planta pioneira na recuperacio de areas
degradadas na Caatinga

2.2.1 Caracteristicas e importincia ecoldgica

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir, ¢ uma espécie vegetal pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Mimosoideae conhecida popularmente no Brasil como jurema-preta,
nativa das regides semiaridas do Nordeste do Brasil, especialmente do bioma Caatinga,
podendo ainda ser encontrada em outros paises da América Latina, incluindo o México, onde
¢ conhecida como tepezcohuite, € em varias outras nagoes da América Central (Carvalho et al.,
2010). Jurema-preta possui porte arbustivo/arboreo, sua altura pode variar de 3 a 8 metros, seu
caule pode ser ereto ou levemente inclinado e comumente ramificado com presenca de actleos
esparsos (Carvalho, 2010; Flora do Brasil, 2026). Do ponto de vista econdmico, a jurema-preta
¢ explorada para a produg¢do de carvao vegetal, bem como para madeira destinada a construcao
civil e a fabricagdo de moveis. Esse uso estd relacionado as caracteristicas do seu caule, que
apresenta alta densidade da madeira e elevado poder calorifico, atribuidos ao alto teor de
lignina e a presenga de liquido pirolenhoso (Dias et al., 2018).

A jurema-preta apresenta diversas caracteristicas que a qualificam como uma
planta pioneira (Lima, 1996; Drumond et al., 2002). Dentre elas podemos citar o crescimento
inicial rapido (altura média de 1,5 m no primeiro ano), alta taxa de producao de sementes, com
massa de mil sementes variando de 9,17 g a 11,24 g e densidade entre 89.095 e 108.991
sementes/kg, a depender da procedéncia (Walter; Gabira; Nogueira, 2020; Santos, 2024), sua
alta tolerancia a seca e a solos com poucos nutrientes devido a relacdo simbidtica com bactérias
diazotroficas e sua resisténcia ao fogo e a seca que facilita a colonizagdo de areas
frequentemente perturbadas, como aquelas sujeitas a desertificacao (Bakke ef al., 2007; Sa et
al., 2013; Freitas et al., 2014). Estudos fitossocioldogicos demonstram dominancia de M.

tenuiflora em estagios iniciais de sucessdo secundaria apos degradagdo por desmatamento ou
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pastoreio, com densidade relativa superior a 40% em areas com até 10 anos de regeneracao
(Santana; Souto, 2006).

Como espécie pioneira, a jurema-preta contribui para a estabilizagdo do solo,
reducdo da erosao e criagdo de microambientes favoraveis ao estabelecimento de outras
espécies vegetais, desempenhando papel central nos processos de regeneragdo natural e
recuperagdo de areas degradadas no semiarido brasileiro, especialmente em nucleos de
desertificagdo no estado do Ceara (Leal et al., 2014; Oliveira; Sales, 2015). As fungdes
ecoldgicas exercidas por M. tenuiflora estdo diretamente relacionadas as interagdes simbioticas
estabelecidas entre suas raizes e microrganismos do solo, especialmente bactérias fixadoras de
nitrogénio, cuja atua¢do ¢ determinante para o sucesso da espécie em ambientes

edafoclimaticos limitantes (Dolores et al., 2014).

2.2.2 Associacoes simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio

A familia Fabaceae, a qual a Mimosa tenuiflora pertence ¢ amplamente reconhecida
pela capacidade de estabelecer associacdes simbiodticas com bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico, constituindo um dos sistemas mutualisticos mais estudados em ecologia e
microbiologia do solo (Long, 1986; Liu et al., 2018). No género Mimosa L., essa simbiose
envolve principalmente bactérias dos géneros Bradyrhizobium, Rhizobium, Paraburkholderia
e Cupriavidus, com variagdes na especificidade planta-bactéria (Bontemps et al., 2010;
Gyaneshwar ef al., 2011; Pires et al., 2018).

Para M. tenuiflora, estudos demonstram o predominio de estirpes pertencentes aos
géneros Paraburkholderia (B-rizobios) e Rhizobium (o-rizobios) na formacdo de nodulos
radiculares. Dias et al. (2021), isolaram e caracterizaram estirpes nativas associadas a nodulos
dessa espécie em solos da Caatinga, identificaram genes simbioticos (nodC e nifH) em 22
estirpes, das quais 20 agruparam-se em Paraburkholderia e duas em Rhizobium. Essas
bactérias sdo responsaveis pela conversdao do nitrogénio atmosférico em amonia, tornando-o
assimilavel pelas plantas e desempenhando papel fundamental na manutengdo do crescimento
vegetal em solos com baixa disponibilidade de nutrientes, caracteristica comum em dareas
degradadas do semidrido brasileiro (Liu et al., 2018; Carvalho, 2010). A capacidade da jurema-
preta de enriquecer o solo com nitrogénio, junto com sua resisténcia a condigdes ambientais
extremas, a torna uma ferramenta valiosa para programas de recuperagdo de areas degradadas

no SAB.
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2.3 O microbioma e as bactérias promotoras do crescimento de plantas em terras secas
2.3.1 Conceitos e compartimentalizacdo

O conceito de microbioma foi inicialmente utilizado para se referir as comunidades
microbianas presentes no corpo humano (Turnbaugh et al., 2007). Atualmente, o conceito ¢
amplamente utilizado para descrever as cole¢des de microrganismos € seus genomas
associados a diferentes organismos hospedeiros (Boon et al., 2014). O microbioma
compreende a microbiota, que ¢ a comunidade de microrganismos que inclui bactérias, arqueas,
virus, fungos e protozoarios, além do "teatro de atividade", que inclui os elementos estruturais,
metabolitos, condi¢des ambientais que a microbiota estd inserida e as suas interacoes
funcionais e ecologicas (Berg et al., 2020).

No contexto das interagdes planta—microrganismo, o microbioma vegetal
compreende todos os microrganismos associados as plantas, distribuidos em diferentes
compartimentos, como a rizosfera, filosfera, espermosfera, carposfera e a endosfera, os quais
abrigam comunidades microbianas estrutural e funcionalmente distintas (Vandenkoornhuyse
etal.,2015). Esses microrganismos ocupam nichos ecoldgicos especializados, desempenhando
fungdes especificas e estabelecendo interagdes dinamicas entre si, com o hospedeiro vegetal e
com o ambiente, influenciando diretamente processos fisiologicos da planta, a ciclagem de
nutrientes e a resposta a estresses bioticos e abidticos (Mendes et al., 2013; Cardoso; Andreote,
2016).

A classificacdo das bactérias associadas as plantas baseia-se principalmente em
critérios espaciais e funcionais. De acordo com Hardoim et al. (2015), bactérias associadas
englobam todos os microrganismos detectados na superficie dos tecidos vegetais, na rizosfera
ou no interior da planta (endosfera), estabelecendo relagdes que podem variar desde
mutualisticas € comensais até patogénicas, nao estando, obrigatoriamente, associadas ao seu
metabolismo, mas o influenciando diretamente (Trivedi et al., 2020). Dentro desses grupos,
destacam-se as bactérias endofiticas, que constituem um grupo especifico habitando o interior
dos tecidos vegetais durante pelo menos parte de seu ciclo de vida, sem causar danos aparentes
ao hospedeiro (Wilson, 1995). Avangos recentes propdem ainda a subdivisdo dos endofiticos
em microrganismos “competentes”, capazes de colonizagdo ativa mediada por mecanismos
moleculares especificos, e “passivos”, cuja entrada ocorre por ferimentos ou aberturas naturais
da planta (Trivedi ef al., 2020).

A rizosfera foi originalmente definida por Hiltner (1904) como "a zona do solo

influenciada pelas raizes e suas secre¢des". Atualmente, Mendes et al. (2013) definiram a



18

rizosfera como o local onde ocorre intensa liberacdo de moléculas como agucares, acidos
organicos e aminoacidos, os denominados exsudatos, que enriquecem nutricionalmente o solo
adjacente (Mendes et al., 2013; Philippot et al., 2013). Esse aporte de nutrientes cria um
ambiente propicio para o crescimento de microrganismos benéficos, incluindo agentes de
biocontrole capazes de suprimir patdgenos vegetais, além de alterar as propriedades fisico-
quimicas e biologicas do solo em relacdo a zona ndo-rizosférica (Philippot et al., 2013).
Contudo, a rizosfera também abriga microrganismos patogénicos, evidenciando a natureza
ambivalente e complexa das interagdes entre a microbiota e a planta hospedeira. Um importante
fator associado a isso € que a por¢do mais significativa das bactérias presentes na rizosfera sao
aquelas que interagem beneficamente com as plantas. Isso se da porque a liberagdo de
exsudatos radiculares, apesar de promover um grande enriquecimento microbiano dessa regiao,
¢ um processo moldado pela selegao natural para favorecer o recrutamento preferencial de
microrganismos benéficos, suprimindo ou limitando a colonizacdo por patdégenos (Ali et al.,
2017; Trivedi et al., 2020). A rizosfera funciona como o primeiro nivel de selecdo ecologica
na montagem do microbioma radicular, onde fatores abioticos do solo interagem com sinais
quimicos da planta, modulando a composi¢ao microbiana (Bulgarelli et al., 2013). Entretanto,
diferentemente da rizosfera, a endosfera radicular representa um ambiente mais restritivo, cuja
colonizagdo exige a superacao de barreiras fisicas e respostas imunes do hospedeiro (Trivedi
etal.,2020). Estudos demonstram que a endosfera apresenta menor riqueza taxondmica € maior
especificidade em comparacdo a rizosfera, refletindo um processo adicional de filtragem
biologica exercido pela planta (Bulgarelli er al., 2013; Hardoim et al., 2015). Esse
compartimento tende a ser mais estdvel ao longo do tempo, especialmente sob condigdes
ambientais adversas, como estresse hidrico.

A montagem do microbioma radicular ¢ amplamente reconhecida como um
processo de filtragem hierdrquica. Bulgarelli et al. (2013) demonstraram que a comunidade
microbiana associada as raizes resulta de uma selecdo progressiva que se inicia no bulk soil,
passa pela rizosfera e culmina na endosfera. Cada transi¢do representa um novo nivel de
restri¢do ecoldgica, reduzindo gradualmente a diversidade e aumentando a especificidade da
comunidade. Nesse modelo, o solo atua como reservatério inicial de diversidade; a rizosfera
funciona como zona de enriquecimento metabolico; e a endosfera constitui o0 compartimento
mais seletivo e biologicamente filtrado (Bulgarelli et al., 2013; Vandenkoornhuyse et al.,

2015).
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2.3.2 Microbioma em terras secas e lacunas de conhecimento

O microbioma de terras secas ¢ altamente adaptado as condicdes extremas que
essas areas apresentam, possuindo uma alta diversidade microbiana, apesar das condig¢des
ambientais adversas (Fierer et al., 2012). Em comparagdo com plantas e animais, relativamente
pouco se sabe sobre os mecanismos especificos para a sobrevivéncia e adaptacdo microbiana
em ecossistemas em processo de desertificagdo, principalmente os endofiticos. Entretanto, em
comparac¢ao com microrganismos de solos ndo aridos, as Bactérias Promotoras do Crescimento
de Plantas (BPCP do inglés Plant Growth-Promoting Bacteria) de terras secas sdo
evolutivamente mais bem adaptadas as condigdes de aridez extremas, como calor, escassez de
agua e alta salinidade, por meio da expressdo de genes de resposta ao estresse, o que lhes
permite promover o crescimento das plantas e aumentar a fertilidade do solo (Paul; Lade, 2014;
Makhalanyane et al., 2015; Bokhari et al., 2019). A resisténcia desses microrganismos a
dessecacdo, temperaturas extremas e baixos niveis de nutrientes ¢ fundamental para a
sustentabilidade desses ecossistemas. Estudos recentes tém destacado a resiliéncia e a
capacidade adaptativa dessas comunidades microbianas, que desempenham fungdes essenciais
na ciclagem de nutrientes, formacdo do solo e suporte a vegetacdo (Maestre et al., 2021;
Coleine et al., 2024). Apesar dos avancos recentes, ainda existem lacunas significativas no
conhecimento sobre a diversidade, composi¢do e funcionalidade das comunidades de BPCP
em terras secas, especialmente no semiarido brasileiro. A identificacdo e caracterizacdo dessas
bactérias, sobretudo nos compartimentos da rizosfera e da endosfera radicular de plantas
nativas, representam uma abordagem promissora para compreender os mecanismos bioldgicos
que sustentam a resiliéncia vegetal e para subsidiar estratégias de recuperacdo de areas
degradadas e mitigacdo dos efeitos da desertificagao.

A identificacdo de BPCPs adaptadas a condi¢des de seca pode oferecer solucdes
inovadoras para a recuperagdo de areas degradadas, enriquecendo o solo com nutrientes
essenciais € promovendo o crescimento de plantas nativas. Isso ndo apenas melhoraria a
sustentabilidade ambiental, mas também beneficiaria a agricultura local e a seguranca
alimentar em regides semidridas (Glick, 2012; Pereira ef al., 2021). Apesar de sua importancia
ecoldgica, ainda sdo escassos os estudos que caracterizam o microbioma rizosférico e
endofitico de espécies nativas dominantes da Caatinga, como Mimosa tenuiflora,
especialmente em 4reas sob processo avangado de desertificagdo. Portanto, investir em
pesquisas sobre o microbioma de terras secas e de BPCPs ¢ fundamental para desenvolver

estratégias eficazes de mitigagdo e adaptacdo as mudancas climaticas e a desertificagao.
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2.3.3 Bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP)

Dentre os microrganismos endofiticos, as BPCP sdo de especial interesse
econOmico e ecologico. Essas bactérias possuem caracteristicas essenciais que beneficiam as
plantas e induzem incrementos significativos em pardmetros de crescimento (biomassa, altura,
area foliar) ou tolerancia a estresses sob condi¢cdes controladas (Glick, 2012). Por meio de
mecanismos como a fixagdo bioldgica de nitrogénio, a solubiliza¢ao de fosfatos, produgdo de
sider6foros, a produgao de fitormonios (e.g. auxinas e giberelinas) e a produgdo de compostos
antifingicos que ajudam na prote¢do contra patdgenos (Méndez-Santiago et al.,2021; Kulkova
et al., 2024). Além disso, as BPCP podem induzir resisténcia sist€émica nas plantas, tornando-
as mais resistentes a estresses bidticos e abidticos (Glick, 2012; Bashan et al., 2014). A
confirmacao do status de BPCP requer demonstragao experimental em condi¢des controladas.
Glick (2012) estabelece critérios minimos: (i) incremento >15% em parametro de crescimento
(biomassa, comprimento radicular) comparado ao controle ndo-inoculado em bioensaios
axénicos ou em substrato estéril; (ii) colonizagdo confirmada da planta inoculada (re-
isolamento ou deteccao molecular); (iii) identificagdo de pelo menos um mecanismo de
promogao através de ensaios funcionais (redugdo de etileno por ACC deaminase, solubilizagdo

de fosfato em meio Pikovskaya, e producao de auxina quantificada por colorimetria).

2.3.4 Bioinoculantes

Os bioinoculantes sdo formulagdes que contém microrganismos vivos, como
fungos e BPCP, aplicados diretamente no solo, nas sementes ou em superficies vegetais. Esses
microrganismos colonizam a rizosfera ou o interior da planta. A partir dessa colonizagao,
promovem o crescimento vegetal por meio do aumento da disponibilidade de nutrientes
primarios ao hospedeiro e contribuem para a melhoria da saude do solo (Vessey, 2003; Santos;
Nogueira; Hungria, 2019). Esses produtos podem ser formulados por uma tnica espécie de
microrganismo ou por consorcios microbianos. Em geral, sdo imobilizados em substancias
biodegradaveis que facilitam sua aplicacdo e sobrevivéncia no ambiente. Quando aplicados no
solo, melhoram sua fertilidade e produtividade, proporcionando beneficios as plantas, como o
aumento da disponibilidade de nutrientes e a protecdo contra patdégenos (Schoebitz; Lopez;
Roldan, 2013; Basu et al., 2021).

Os bioinoculantes vém recebendo crescente atengdo no cenario agricola como
alternativas sustentaveis aos fertilizantes quimicos convencionais. Estudos recentes destacam

o uso de diferentes tipos de bioinoculantes, como aqueles compostos por bactérias
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diazotroficas, micorrizas arbusculares e consércios microbianos, que tém mostrado eficacia em
aumentar a produtividade agricola e melhorar a satide do solo (Chaudhary et al., 2023). No
cenario mundial os bioinoculantes tém sido utilizados com sucesso em diversas regides.
Entretanto, ¢ notério que comparado a outros paises como Argentina, Canadd, Africa do Sul,
[ndia, Australia, F ilipinas e Estados Unidos, os investimentos do Brasil no uso de
bioinoculantes para suprir a demanda de nutrientes como fosforo e nitrogénio ainda sdo
incipientes e restritos a poucas culturas de interesse agronomico, como a soja e milho (Hungria;
Mendes, 2015). Portanto, existem lacunas a serem preenchidas no campo de bioinoculantes,
especialmente para aumentar a tolerancia das plantas do semiarido ao agravamento dos
estresses ambientais e restauragdo dos solos. Apesar de sua importancia ecologica, ainda sdo
escassos os estudos que caracterizam o microbioma rizosférico e endofitico de espécies nativas
dominantes da Caatinga, como Mimosa tenuiflora, especialmente em areas sob processo

avancado de desertificagao.
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3 JUSTIFICATIVA

O relatdrio do Painel Intergovernamental sobre Mudanga do Clima (IPCC, 2023)
mais recente identificou o semiarido brasileiro como uma das regides onde mudangas
climaticas podem agravar significativamente a desertificacdo, comprometendo servigos
ecossistémicos essenciais. Embora o pousio tenha demonstrado eficdcia na recuperagdo de
areas degradadas (Almeida et al., 2017; Oliveira et al., 2021; Pereira et al., 2021), esse processo
¢ reconhecidamente lento (Zhao et al., 2005; Pereira et al., 2021), demandando estratégias
complementares que acelerem a restauragdo ecoldgica.

As BPCP de terras secas sdo evolutivamente adaptadas a condi¢des extremas de
aridez, calor e escassez de agua, explorando genes de resposta ao estresse para promover
crescimento vegetal de forma mais eficiente que microrganismos de solos nao aridos (Paul;
Lade, 2014; Makhalanyane et al., 2015; Bokhari ef al., 2019). Em &reas semiaridas, sua
aplicagdo como bioinoculantes pode melhorar a estrutura do solo, aumentar retengdo de agua
e incrementar tolerdncia das plantas a estresses abioticos (Bashan et al., 2014). Plantas
pioneiras de nucleos de desertificacdo, como Mimosa tenuiflora, representam nichos ideais
para isolamento dessas bactérias (Marasco et al., 2012; Cherif et al., 2015; Pereira et al., 2021,
Andrade, 2024).

Entretanto, o uso de bioinoculantes no Brasil permanece restrito a culturas
agrondmicas como soja € milho, sendo incipiente comparado a outros paises (Hungria;
Mendes, 2015). Adicionalmente, pouco se sabe sobre microrganismos endofiticos em
ecossistemas sob desertificacdo (Maestre et al., 2021; Coleine et al., 2024). A caracterizagdo
do microbioma endofitico radicular de M. tenuiflora pode revelar BPCPs adaptadas as
condi¢des de desertificacdo, fornecendo subsidios para desenvolvimento de bioinoculantes

regionalmente adaptados e tecnologias de restauragao ecologica da Caatinga.



23

4 HIPOTESES

4.1. As diferencas na diversidade e estrutura do microbioma entre a rizosfera ¢ a endosfera

radicular de Mimosa tenuiflora refletem processos de selecdo microbiana mediados pela planta.

4.2.  Bactérias endofiticas de M. tenuiflora com potencial de promog¢do do crescimento
vegetal favorecem o desenvolvimento inicial de plantulas, indicando potencial aplicacdo em

estratégias de recuperacgdo de areas degradadas da Caatinga.
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5 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o microbioma associado ao sistema radicular de Mimosa tenuiflora em
area suscetivel a desertificagao (ASD) da Caatinga e avaliar o impacto de bactérias endofiticas
no desenvolvimento inicial de plantulas, como base para estratégias de recuperacdo de areas

degradadas.

5.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar a diversidade, composicdo e estrutura do microbioma associado a M.
tenuiflora em uma ASD, considerando os compartimentos da rizosfera e endosfera
radicular.

2. Comparar o microbioma da rizosfera e da endosfera radicular de M. tenuiflora,
identificando padrdes de sele¢do sugeridos pela planta nas condi¢des ambientais de
uma ASD.

3. Testar a inoculacdo de bactérias endofiticas de M. tenuiflora selecionadas pelo
potencial de promogao do crescimento de plantas sobre o desenvolvimento inicial de

plantulas em condi¢des controladas.
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6 METODOLOGIA
6.1 Area experimental

A area de estudo encontra-se no municipio de Irauguba, localizado na regido Norte
do estado do Ceara, Nordeste do Brasil. O municipio integra um dos nucleos de desertificagao
do semiarido brasileiro (CGEE, 2016), caracterizado por elevada vulnerabilidade ambiental
associada as condigdes climaticas adversas e ao histdrico de uso intensivo e inadequado do
solo (Oliveira; Sales, 2015).

Conforme a classificagdo climatica de Koppen, o clima da regido ¢ do tipo BShw
(Clima semidrido quente do tipo estepe, com estacdo seca no inverno). Segundo dados da
Fundacdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos (FUNCEME), a regido apresenta
temperaturas elevadas ao longo do ano, com regime pluviométrico irregular e concentrado em
poucos meses. A precipitagdo média anual varia entre 600 ¢ 800 mm (IPECE, 2024;
FUNCEME 2020).

De acordo com Coutinho et al. (2006), o municipio de Irauguba encontra-se
inserida no bioma Caatinga, e conforme Moro et al. (2015) a vegetacao predominante na area
de estudo ¢ classificada como Caatinga do Cristalino, determinada pelas condi¢des climaticas,
unidades geomorfoldgicas e pela composi¢do floristica e fitossociologica caracteristica da
regido. O territorio de Irauguba é coberto por um disclimax vegetal, caracterizado pela
predominancia de Croton sonderianus (marmeleiro) em &areas com melhores condig¢des
edaficas e de Mimosa tenuiflora (jurema-preta) em ambientes com maiores restrigdes fisicas e
nutricionais do solo (Oliveira; Sales, 2015). Dentre as espécies dominantes na regido também
destacam-se Cenostigma pyramidale (Caatingueira), Cordia oncocalyx (pau-branco),
Commiphora leptophloeos (imburana), Sarcomphalus joazeiro (juazeiro), Aspidosperma
pyrifolium (pereiro), entre outras espécies tipicas desse tipo vegetacional.

Dessa forma, a escolha da area experimental justifica-se por representar um
ambiente extremo do semiarido cearense, onde a interacdo entre plantas nativas adaptadas e
suas comunidades microbianas associadas pode fornecer subsidios importantes para a
compreensao dos processos ecoldgicos e para o desenvolvimento de estratégias de recuperagao

de areas degradadas.
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6.2 Material vegetal e delineamento amostral

O material vegetal utilizado neste estudo consistiu em rizosfera e endosfera
radicular de individuos adultos de M. tenuiflora (Willd.) Poir. A escolha de M. tenuiflora
fundamentou-se em sua elevada relevancia ecoldgica em areas suscetiveis a desertificagao,
bem como em seu papel funcional na manuten¢do da cobertura vegetal e na melhoria das
condi¢des edaficas em ecossistemas semidridos. Trata-se de uma espécie lenhosa pioneira,
amplamente associada a ambientes degradados e a estagios iniciais de sucessao ecoldgica na
Caatinga, sendo reconhecida por sua alta capacidade de colonizagdo, resisténcia ao déficit
hidrico e adaptacdo a solos rasos e de baixa fertilidade (Maia, 2012; Moro et al., 2015; Oliveira;
Sales, 2015). Além disso, M. tenuiflora pertence a familia Fabaceae, grupo botanico
amplamente conhecido por estabelecer relagdes simbiodticas com bactérias fixadoras de
nitrogénio (Liu et al., 2018). Esse atributo confere a espécie um papel estratégico na
recuperagdo da fertilidade do solo e na facilitagdo do estabelecimento de outras espécies
vegetais em ambientes degradados.

No contexto da area de estudo, M. tenuiflora destaca-se como a espécie arborea
mais abundante, sendo a unica espécie presente de forma consistente no nucleo de
desertificacdo de Irauguba, Ceard. Este nlcleo apresenta trés cendrios distintos de uso e
conservacao do solo: (a) area de vegetacdo nativa, caracterizada por Caatinga secundaria
composta por espécies tipicas do bioma; (b) area anteriormente submetida a sobrepastagem e
atualmente em processo de recuperagdo natural; e (c) area em avangado estdgio de degradagao,
com historico prolongado de sobrepastejo e auséncia de praticas de conservagdo do solo
(Figura 1). As areas em processo de recuperacao natural (50 m x 50 m) foram estabelecidas no
ano 2000 por meio de isolamento fisico com cercas para exclusdao de animais. Esse manejo
favoreceu a regeneragdo natural da vegetacdo e a melhoria gradual da qualidade do solo,
conforme descrito por Oliveira ef al. (2021) e Pereira et al. (2021).

O delineamento amostral do presente estudo foi estruturado com base na
comparacao entre dois compartimentos microbianos associados ao sistema radicular de
Mimosa tenuiflora: rizosfera e endosfera. As coletas foram realizadas em trés cenarios distintos
de uso do solo (caatinga nativa, area em pousio e area sob sobrepastoreio). Entretanto,
considerando que o objetivo principal do estudo foi caracterizar diferencas entre
compartimentos microbianos, as amostras provenientes dos diferentes cendrios foram
agrupadas, resultando em um pool representativo para rizosfera e outro para endosfera

radicular. Essa estratégia metodoldgica, frequentemente adotada em estudos exploratorios de
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microbioma, permite reduzir a influéncia da variabilidade espacial e enfatizar a comparagao
entre nichos microbianos associados a planta hospedeira (Hardoim et al., 2015; Edwards et al.,

2015).

Figura 1 - Localizagdo da area de estudo no municipio de Irauguba, Ceard, com indicacdo dos
trés cenarios ambientais.
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Fonte: O autor, 2026.

6.3 Coleta e processamento das amostras

Foram coletadas amostras de raizes finas (didmetro < 2 mm), superficiais e
metabolicamente ativas de individuos de M. fenuiflora nos trés cenarios. A escolha por raizes
finas se justifica pela maior densidade e diversidade de microrganismos endofiticos nesse tipo
de tecido em comparagdo com raizes de maior diametro (Luo et al., 2021; McCormack et al.,
2015), sendo esse critério amplamente adotado em estudos de microbioma radicular (Simmons
et al., 2018). As amostras foram destinadas a caracterizagdo do microbioma da endosfera
radicular e da rizosfera, totalizando dez unidades amostrais individuais distribuidas da seguinte
forma: para a rizosfera, uma amostra por cenario (caatinga nativa, area em pousio e area sob

sobrepastoreio), totalizando trés amostras; para a endosfera radicular, foram coletadas duas
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amostras na caatinga nativa, trés na area em pousio e duas na area sob sobrepastoreio,
totalizando sete amostras, utilizadas nas analises metagendmicas

Adicionalmente, foram coletados frutos de M. tenuiflora destinados a obtenc¢do de
sementes utilizadas nos ensaios in vitro de promocao do crescimento vegetal (Figura 2). Para
isso, foram selecionados frutos maduros, sem perfuragdes, sinais de predagdao ou indicios
visiveis de contaminag@o, com o objetivo de garantir a obtencao de sementes fisiologicamente
vidveis. As amostras foram obtidas a partir de plantas consideradas visualmente saudaveis, sem
sintomas evidentes de doengas ou danos severos, a fim de minimizar vieses associados a
condi¢des fisioldgicas extremas. Apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos
estéreis ¢ mantidas sob refrigeracdo até o processamento laboratorial. No laboratdrio, o

material foi separado em dois compartimentos distintos: rizosfera e endosfera radicular.

Figura 2 - Etapas de coleta de frutos e raizes de Mimosa tenuiflora em Irauguba, Ceara.

Fonte: O autor, 2026.
Legenda: A: Coleta manual de frutos maduros diretamente da copa de individuos de Mimosa tenuiflora, B.
Coleta de raizes superficiais de M. tenuiflora junto a base do caule.

A rizosfera foi obtida por separagdo fisica do solo firmemente aderido as raizes.
Para sua obtencao, as raizes coletadas foram suavemente agitadas para a remogao do excesso
de solo, permanecendo apenas o solo intimamente aderido a superficie radicular. Esse solo
aderido foi cuidadosamente removido com auxilio de espatula estéril e transferido para

microtubos devidamente identificados.
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As raizes foram inicialmente submetidas a remocao do solo aderido por lavagem
em agua corrente, seguida de secagem em papel filtro estéril. Posteriormente, foi realizado um
processo de sanitiza¢ao superficial, adaptado do protocolo descrito por Aratjo et al. (2021),
com o objetivo de remover microrganismos epifiticos e garantir a analise exclusiva da
comunidade endofitica. O procedimento consistiu na submersao das raizes em etanol 70% por
dois minutos (Figura 3-A), seguida de imersdo em solucdo estéril de hipoclorito de sédio a
0,25% por dois minutos, e sucessivas lavagens em agua destilada estéril (cinco vezes).

Na ultima lavagem com &agua destilada estéril, uma aliquota de 100 pL do
sobrenadante foi pipetada em placas contendo meio TSA (Tryptic Soy Agar) e incubada a 30
°C por trés dias, como controle de esterilidade superficial, a fim de confirmar a eficiéncia do
processo de desinfec¢do. Em seguida, as raizes foram dispostas em placas de Petri estéreis e
submetidas a secagem em estufa a 60 °C por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram
expostas a radiacdo ultravioleta por 15 minutos em cabine de seguranca biologica, como etapa
adicional de assepsia superficial. Apos a esterilizagao superficial, uma fragdo do material
radicular foi destinada as analises do microbioma endofitico. Essas raizes foram transferidas
para gral (almofariz) previamente esterilizado, fragmentadas com auxilio de tesoura estéril e
maceradas com nitrogénio liquido, utilizando pistilo estéril (Figura 3-C). O material macerado
foi entdo transferido para microtubos de 2 mL devidamente identificados e armazenados para

as analises metagenomicas subsequentes.



30

Figura 3 - Etapas do preparo de amostras radiculares de Mimosa tenuiflora para analise do
microbioma.

Fonte: O autor, 2026. Legenda: A: Submersdo das raizes em etanol 70%; B: Secagem das raizes apds a
esterilizagdo superficial; C: Etapa de macera¢do com nitrogénio liquido; D: Raizes maceradas.

6.4 Analise do microbioma bacteriano associado a endosfera radicular e rizosfera de M.
tenuiflora

6.4.1 Extracdo de DNA, amplificagdo e sequenciamento

O DNA genomico das amostras de rizosfera foi extraido utilizando o kit comercial
DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (QIAGEN Group, USA), seguindo rigorosamente as instrugdes
do fabricante, de modo a garantir a obtencdo de DNA de alta qualidade. Para as amostras de
endosfera radicular, optou-se pelo método CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilamdnio) descrito
por Doyle e Doyle (1990), com adaptacdes, uma vez que esse método apresenta maior
eficiéncia na recuperacao e pureza do DNA a partir de tecido vegetal rico em compostos
secundarios (Porebski et al., 1997). Para cada amostra, 250 mg de tecido radicular previamente

macerado em nitrogénio liquido foram transferidos para microtubos e adicionados 600 puL de
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tampao de extragado CTAB 2% (CTAB 2%; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; Tris-HCI 100 mM;
pH 8,0), previamente aquecido a 60 °C em banho-maria. Ap6és homogeneizacdo, as amostras
foram incubadas a 60 °C overnight em termomixer, sem agitacdo. Apds 13 horas de incubacao
foram adicionados 600 pL de cloroféormio-dlcool isoamilico (24:1), seguido de
homogeneizagao e centrifuga¢ao a 12.000 rpm por 20 minutos. A fase aquosa superior foi
transferida para novos microtubos, aos quais foram adicionados 2/3 do volume coletado de
isopropanol 100% para a precipitagio do DNA. Apos centrifugagdo a 12.000 rpm por 10
minutos, o sobrenadante gerado foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol
70% gelado. As amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos, € 0
sobrenadante descartado. Apos completa evaporacdo do etanol residual, o DNA foi
ressuspendido em 30 pL de tampao Tris-HCI (10 mM, pH 8,0). A qualidade e concentragdo do
DNA extraido foram avaliadas por espectrofotometria utilizando o equipamento Nanodrop
ND100 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA).

O DNA gendmico obtido das amostras de rizosfera e endosfera radicular foi
utilizado para a amplifica¢do da regido V4 do gene 16S rRNA por meio da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), empregando os primers universais 515F-Y e 806R, conforme descrito
por Parada et al. (2016) e Caporaso et al. (2011). As reagdes foram conduzidas em um volume
final de 30 puL, contendo 2,0 uL de DNA (5 ng/uL), 0,60 uL de cada iniciador (10 pM), 15,0
pL de 2X KAPA HiFi Ready Start Mix e 11,8 puL de agua ultrapura livre de nucleases
(Promega, Madison, WI, EUA). O programa de amplificacdo consistiu em uma desnaturagao
inicial a 95 °C por 3 min, seguida de 25 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por
30 s, com extensdo final a 72 °C por 5 min. Os produtos amplificados foram verificados em
gel de agarose a 2% (p/v) e purificados utilizando Ampure XP beads (Beckman Coulter, Inc.,
Brea, CA, EUA). Posteriormente, os amplicons foram submetidos a uma segunda PCR para
inser¢ao dos adaptadores necessarios ao sequenciamento Illumina, utilizando o kit Nextera XT
Index (Illumina, San Diego, CA, EUA), seguida de nova purificacdo com Ampure XP beads.
A concentragdo das bibliotecas foi determinada por meio do fluorimetro Qubit® 2.0
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e normalizada conforme protocolo da Illumina. As
bibliotecas equimolares foram reunidas em um pool a 2 nM, cujo tamanho médio dos
fragmentos foi verificado com o kit D1000 (Agilent, EUA) no equipamento TapeStation 4150
(Agilent, EUA). O pool final foi diluido para 600 pmol e misturado com 30% de biblioteca
gendmica de bacteridfago (PhiX), utilizada como controle interno de qualidade do

sequenciamento sendo posteriormente sequenciado na plataforma Illumina NextSeq 1000, na
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Central de Genomica e Bioinformatica (CeGenBio), do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento

de Medicamentos (NPDM), Universidade Federal do Ceara.

6.4.2 Processamento bioinformadtico e inferéncia de ASVs

As sequéncias brutas obtidas do sequenciamento foram inicialmente submetidas a
remogao de primers e adaptadores utilizando o software Cutadapt (v. 4.4; Martin, 2011), em
modo paired-end, exigindo a detec¢do simultanea dos iniciadores forward e reverse em ambas
as extremidades dos fragmentos. Apenas leituras contendo os primers completos foram
mantidas, sendo descartadas aquelas ndo aparadas (--discard-untrimmed).

ApOs essa etapa, foram retidas apenas leituras com comprimento minimo de 100
pares de bases. As sequéncias aprovadas foram submetidas a filtragem de qualidade utilizando
o software fastp (v. 0.23.4; Chen ef al., 2018). Os critérios adotados incluiram a retencao de
bases com qualidade minima Phred > 20, o descarte de leituras contendo bases ambiguas (N),
a remog¢do de fragmentos com comprimento inferior a 20 pares de bases. A filtragem foi
aplicada de forma pareada, preservando a correspondéncia entre as leituras forward e reverse.

O processamento das sequéncias foi realizado no ambiente R (v. 4.5.2), utilizando
o pipeline DADA?2 (Callahan ef al., 2016) para a inferéncia de Amplicon Sequence Variants
(ASVs). O modelo de erro foi ajustado considerando um maximo de dois erros esperados por
leitura (maxEE = 2). As leituras paired-end foram mescladas exigindo um minimo de sete
pares de bases de sobreposicdo, sem permitir discordincias entre as sequéncias forward e
reverse. A atribui¢ao taxondmica das ASVs foi realizada com base no banco de dados SILVA
versao 138.2 (Quast ef al., 2013), permitindo a classificacdo até o nivel de género quando
suportado pela resolu¢do do marcador. Para reduzir o ruido associado a sequéncias raras, ASVs
representadas por apenas uma leitura (singletons) foram removidas. Adicionalmente,
sequéncias atribuidas a mitocondrias e cloroplastos foram excluidas, sendo mantidos
exclusivamente tdxons pertencentes ao dominio Bacteria para as analises subsequentes.

As matrizes finais de ASVs e a atribui¢do taxondmica obtidas a partir desse
processamento foram utilizadas nas andlises de diversidade e diferenciacdo taxonomica do
microbioma bacteriano associado a endosfera radicular e a rizosfera. Todas as andlises foram

realizadas no ambiente R, utilizando pacotes especificos para ecologia e visualizacao de dados.
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6.4.3 Analise estatistica dos dados do microbioma

A diversidade alfa das comunidades bacterianas foi avaliada por meio de métricas
que contemplam riqueza e equitabilidade, incluindo riqueza observada (Observed ASVs),
riqueza estimada (Chaol), indice de Shannon e indice de 1/Simpson.

Para padronizacdo do esfor¢o amostral e controle de diferencas na profundidade de
sequenciamento entre amostras, as bibliotecas foram rarefeitas para 60.000 leituras por
amostra, valor correspondente ao numero de leituras da amostra com menor profundidade de
sequenciamento, garantindo que nenhuma amostra fosse excluida do conjunto de dados apds a
rarefacdo, permitindo comparagdes consistentes entre compartimentos radiculares. As métricas
de diversidade foram calculadas utilizando o pacote phyloseq (McMurdie; Holmes, 2013) no
ambiente R. Antes da realizagdo das analises comparativas, os dados foram submetidos ao teste
de normalidade de Shapiro—Wilk e ao teste de homogeneidade de variancias. Atendidos os
pressupostos de normalidade e homocedasticidade, as diferengas entre compartimentos foram
avaliadas por meio do teste t de Student, adotando nivel de significancia de 5% (o = 0,05).

A diversidade beta foi investigada com base em matrizes de distancia Weighted
UniFrac, que incorporam informacdes filogenéticas e abundancia relativa dos taxons. A partir
dessas matrizes de distancia, a estrutura das comunidades microbianas foi explorada por meio
de analise de ordenagdo por coordenadas principais (PCoA). As diferengas na composi¢ao
microbiana entre os grupos foram testadas estatisticamente por meio da Permutational
Multivariate Analysis of Variance (PERMANOVA), utilizando a func¢do adonis2 do pacote
vegan (Oksanen et al., 2022), com 999 permutacdes, esse método avalia diferengas globais
entre os centroides dos grupos no espaco multivariado (Anderson, 2001) e complementadas
pelo Analysis of Similarities (ANOSIM, 999 permutacdes), que compara a dissimilaridade
média intra e intergrupos, fornecendo o coeficiente R como medida do grau de separagdo entre
os grupos, variando de 0 (sem separacao) a 1 (separagdo total). Os valores de significancia e
de efeito (R? para PERMANOVA e R para ANOSIM) foram apresentados conjuntamente aos
graficos de ordenagao.

A composi¢do taxondmica das comunidades bacterianas foi avaliada por meio de
graficos de barras de abundancia relativa nos niveis de filo e género. Para facilitar a
interpretagdao dos padrdes dominantes, os tdxons com abundancia relativa inferior a um limiar
previamente definido foram agrupados na categoria “Outros”, sendo o valor do limiar ajustado
conforme o nivel taxonomico analisado (1% para filos e 5% para géneros). Dessa forma, apenas

os grupos mais representativos foram exibidos individualmente, enquanto os de menor
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abundancia foram consolidados em uma unica categoria. Para a construcao dos graficos em
pool por compartimento, foi calculada a média da abundancia relativa de cada taxon
considerando todas as amostras pertencentes ao mesmo compartimento (rizosfera ou endosfera
radicular). Esse procedimento teve como objetivo identificar os principais taxons
caracteristicos de cada compartimento, de acordo com o nivel taxondmico analisado. A
utilizagdo da média evita que taxons muito abundantes em uma Unica amostra, mas pouco
representativos nas demais, apare¢am com barras desproporcionalmente grandes no grafico
consolidado. Assim, o pool fornece uma representacao mais fiel e equilibrada da composigao
média das comunidades bacterianas em cada compartimento. Os graficos foram construidos
utilizando o pacote ggplot2 (R) (Wickham, 2016), a partir das tabelas de abundancia geradas
pelo pipeline de bioinformatica. Foram produzidas representagdes tanto em formato agrupado
(pool de amostras por compartimento) quanto em formato individual (amostras separadas),
permitindo avaliar simultaneamente os padroes gerais de dominancia e a heterogeneidade entre
replicatas. A sobreposi¢do de ASVs entre os compartimentos analisados foi avaliada por meio
de diagramas de Venn, evidenciando as ASVs compartilhadas e exclusivas os compartimentos
radiculares analisados.

Para identificar os géneros core de cada compartimento radicular, foram aplicados
dois critérios consecutivos: prevaléncia e abundancia. Primeiramente, foram selecionados os
taxons presentes em 100% das amostras de rizosfera (n=3) e endosfera radicular (n=7).
Subsequentemente, foram identificados os 20 géneros mais abundantes dentre os taxons
prevalentes em cada compartimento. Os 20 géneros mais abundantes foram utilizados na
construcdo do Heatmap, a partir das abundancias relativas transformadas em logaritmo de base
10, empregando o pacote ComplexHeatmap (Gu et al., 2016).

As relacdoes de origem e contribuicdo entre os compartimentos analisados
(endosfera radicular e rizosfera) foram investigadas por meio da andlise de SourceTracker,
utilizando o pacote FEAST (Shenhav et al., 2019). Essa abordagem estima a contribuicao
relativa de diferentes ambientes fonte (source) para as comunidades microbianas consideradas
como dreno (sink), com base na abundancia absoluta das ASVs e nas informagdes de
metadados associadas as amostras (Shenhav et al., 2019).

A andlise de taxons diferencialmente abundantes entre os compartimentos foi
realizada com o pacote DESeq?2 (Love; Huber; Anders, 2014), que modela dados de contagem
considerando a distribui¢ao binomial negativa. Previamente a andlise, as contagens brutas de

16S rRNA foram agregadas ao nivel taxonémico de género. Géneros raros foram filtrados,
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mantendo apenas aqueles presentes em pelo menos duas amostras € com abundancia total
minima de 0,005% do total de leituras, para reduzir ruido e estimativas instaveis. Os log2 fold-
changes (log2FC) foram estabilizados utilizando o método de shrinkage (Zhu; Ibrahim; Love,
2018), que reduz variabilidade em taxons de baixa contagem sem introduzir viés em taxons
altamente abundantes. Para considerar apenas mudangas biologicamente relevantes, foram
selecionados géneros com p-ajustado < 0,05 e log2FC > 2. Essa abordagem permite identificar

taxons significativamente enriquecidos em cada compartimento radicular.

6.5 Selecao de isolados endofiticos de M. tenuiflora

No presente estudo foram avaliadas estirpes de bactérias de M. tenuiflora
previamente isoladas e caracterizadas por Andrade (2024). Essas estirpes integram a colegdo
de bactérias da Caatinga da Colecdo Microbiana do Laboratdrio de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (LEMBIOTECH), do Departamento de Biologia da Universidade Federal do
Ceard. As culturas puras encontram-se armazenadas em tubos criogénicos em meio TGE
suplementado com glicerol, a —80 °C. Essa cole¢do estd cadastrada no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o
codigo AF6ATB3.

A selecdo de isolados bacterianos para o presente estudo baseou-se em triagem
prévia realizada por Andrade (2024), que avaliou o potencial de promo¢ao do crescimento
vegetal de 86 isolados da colecdo de bactérias endofiticas associadas a raizes de M. tenuiflora
provenientes do nticleo de desertificagdo de Irauguba-CE. A partir dos resultados obtidos nesse
estudo, foram estabelecidos trés critérios para selecionar os isolados mais promissores.

O primeiro critério considerou a producdo de amonia, sintese de AIA e
solubilizagdo de fosfato e potassio, priorizando estirpes com valores elevados nesses
parametros, uma vez que tais caracteristicas estao relacionadas a disponibiliza¢ao de nutrientes
essenciais as plantas. Nesse aspecto, destacaram-se BN22, BN11 e BE76. O segundo critério
envolveu a presenca de multiplas atividades de promog¢ado de crescimento, reunindo isolados
com potencial de efeitos sinérgicos e complementares sobre o desenvolvimento das plantulas.
Nesse grupo, BN11 apresentou desempenho diversificado, incluindo producdo de AIA,
amonia, fosfato, EPS e antagonismo positivo, enquanto BE88 se destacou pela elevada sintese
de AIA. O terceiro critério baseou-se na compatibilidade entre os isolados, avaliada por meio
de ensaio de estrias cruzadas em placas de Petri contendo agar Miieller-Hinton, conforme

descrito por Andrade (2024).
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Assim, quatro isolados foram selecionados para as etapas subsequentes do estudo.
A identifica¢do molecular, realizada por Andrade (2024) com base no sequenciamento do gene
codificador do RNA ribossomal 16S, revelou que as cepas BN11 e BN22 correspondem a
Serratia rubidaea (Filo Pseudomonadota), BE8S foi identificada como Citricoccus sp. (Filo

Actinomycetota) e BE76 como Cellulosimicrobium funkei (Filo Actinomycetota).

Tabela 1 - Perfil dos isolados bacterianos selecionados para testes de inoculagdo de M.
tenuiflora

AIA Amonia Fosfato Potassio Sider6foros EPS

PSS gml) M) (ugml)  (S) (%) (1-4)
BN11 11,59 523,51 107,22 3,50 0,55 2,00
BN22 0,00 735,68 150,37 3,66 0,65 1,00
BE76 0,00 240,83 227,59 0,00 0,72 3,00
BESS 79,26 218,99 0,00 0,00 0,35 0,00

Fonte: Adaptado de Andrade, 2024.

6.6 Ensaio de inoculacio bacteriana em plantulas de Mimosa tenuiflora

O ensaio de inoculagdo bacteriana foi conduzido em condig¢des controladas, com o
objetivo de avaliar o efeito de estirpes bacterianas individuais e de consorcios bacterianos no
desenvolvimento inicial de plantulas de M. fenuiflora. O experimento foi realizado em duas
execugOes independentes, sendo a primeira de cardter exploratério e a segunda de carater

confirmatorio.

6.6.1 Preparacdo das sementes

As sementes de M. tenuiflora foram submetidas a um processo de desinfecgdo
superficial do tegumento e quebra de dorméncia, como etapa de pré-germinacao. Inicialmente,
as sementes foram lavadas em dgua destilada estéril e mantidas submersas por 10 minutos, com
o objetivo de promover a hidratacao do tegumento e reduzir a absor¢ao da solugdo desinfetante
na etapa subsequente. Em seguida, procedeu-se a desinfeccdo superficial das sementes por
meio da imersdo em solugdo de hipoclorito de sodio a 0,5% (v/v), durante 10 minutos, sob
agitacdo branda. Apds esse periodo, as sementes foram submetidas a sucessivas lavagens com
agua destilada estéril para remogdao completa dos residuos do agente desinfetante. Como
controle da eficiéncia do processo de desinfec¢do superficial, uma aliquota de 100 pL do
sobrenadante da tltima lavagem foi pipetada em placas contendo meio TSA e incubada a 30

°C por trés dias, a fim de verificar a auséncia de crescimento microbiano.
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As sementes foram entdo dispostas em placas de Petri contendo papel de filtro n°® 2
previamente esterilizado e mantidas em estufa a 30 °C por 1 hora para secagem. Todos os
materiais utilizados durante esse procedimento foram previamente esterilizados em autoclave.
Apos a etapa de desinfecgao, foi realizada a quebra de dorméncia das sementes por meio de
escarificagdo acida, conforme protocolo descrito por Aratjo ¢ Andrade (1983), com
modificagcdes. O procedimento consistiu na imersdo das sementes em acido sulfurico
concentrado (H2SOs, 98%) por 10 minutos, seguida de sucessivas lavagens com dgua destilada
estéril, até a completa remogao dos residuos do acido (Figura 4-A). Por fim, as sementes foram
dispostas em placas de Petri forradas com papel GERMITEST® umedecido com agua destilada
estéril e colocadas para germinar em ambiente natural expostos ao ciclo didrio de luz solar e

€Scuro.

6.6.2 Preparacdo do inéculo bacteriano

As estirpes bacterianas selecionadas foram reativadas a partir dos estoques
criopreservados a —80 °C. Inicialmente, aliquotas de 100 puL de cada estoque foram inoculadas
separadamente em 5 mL de meio liquido TGE (Triptona, Glicose, Extrato de levedura) e
incubadas por 24 h a 35 °C, sob agitacao orbital a 150 rpm, constituindo o pré-indculo. Apods
esse periodo, o crescimento bacteriano foi monitorado por leitura da densidade Optica em
espectrofotometro a 600 nm (DOsoo).

Em seguida, 1 mL (1%) do pré-indculo foi transferido para frasco Erlenmeyer contendo 100
mL de meio liquido TGE, os quais foram incubados, sob as mesmas condi¢des de agitacdao. Ao
final da incubagdo, a densidade Optica foi novamente verificada e as culturas foram
centrifugadas a 4 °C, a 10.000 g por 10 min. O pellet bacteriano obtido foi lavado duas vezes
com solug¢do salina estéril a 0,9%, sendo ressuspendido e centrifugado ap6s cada lavagem, nas
mesmas condicoes, para remocao de residuos do meio de cultivo. A biomassa foi ressuspendida
em 100 mL de 4gua destilada estéril e mantida sob refrigeragcdo por 24 horas até o momento da
inoculacdo. A concentracdo de células vidveis foi ajustada para aproximadamente 1 x 10°
unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC mL™"). A concentrag@o de células vidveis
foi confirmada por meio de dilui¢des seriadas da suspensdo bacteriana, com plaqueamento em

meio solido ATGE e contagem de coldnias nas dilui¢des entre 10~ até 107%,
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6.6.3 Delineamento experimental do ensaio in vitro de inoculacio

As sementes de M. tenuiflora foram previamente germinadas até a emergéncia da
radicula (Figura 4-C). Apos a germinagdo, as plantulas foram padronizadas com base no
comprimento da radicula, selecionando-se apenas aquelas com comprimento aproximado de 2
cm, a fim de reduzir a variabilidade inicial entre os individuos (Figura 4-D). As plantulas
selecionadas foram transferidas assepticamente para tubos de ensaio (25 x 100 mm) contendo
20 mL de meio 4gar dgua a 0,8% (Figura 4-F)."

Na primeira execucao experimental, o delineamento consistiu em oito tratamentos,
com oito réplicas cada, totalizando 64 unidades experimentais. Os tratamentos incluiram trés
inoculagdes com estirpes bacterianas individuais BN11 (T1), BN22 (T2) ¢ BESS8 (T3), trés
consorcios formados por duas estirpes BN11+BN22 (T4), BN22+ BESS8 (T5) e BN11+ BE88
(T6), um consorcio triplo BN11+BN22+BE88 (T7) e um tratamento controle negativo sem
inocula¢do bacteriana. Cada plantula recebeu um volume total de 600 uL da suspensdo
correspondente ao tratamento. Nos tratamentos com estirpes individuais, foram aplicados 600
pL do respectivo indculo. Nos consorcios formados por duas estirpes, foram aplicados 300 pL
de cada ind6culo, e no consorcio triplo, 200 nL de cada estirpe. No tratamento controle negativo,
foram adicionados 600 pL de agua destilada estéril. A aplicacdo do inoculo foi realizada
diretamente no agar semi-so6lido, proximo a regido da raiz.

As plantulas foram mantidas em condig¢des naturais, expostos ao ciclo diario de luz
solar e escuro. Essa estratégia teve como objetivo aproximar as condi¢des de cultivo as
variacOes ambientais reais, permitindo avaliar o desempenho das plantulas sob um regime de
ilumina¢do natural. Todos os tubos foram mantidos em local inico e padronizado, garantindo
que as unidades experimentais estivessem submetidas as mesmas condi¢des ambientais por um
periodo de 15 dias. Ao final desse periodo, as variaveis avaliadas foram o crescimento radicular
(comprimento da raiz), da parte aérea e comprimento total, sendo realizado por meio de
registros fotograficos e as medigdes realizadas posteriormente com auxilio do software ImageJ
(Schneider et al., 2012).

Com base nos resultados obtidos, foi realizada uma segunda execucdo do
experimento, com o objetivo de ampliar o nimero de repeticdes dos tratamentos, passando de
8 para 25 repetigdes, totalizando 81 unidades experimentais. Essa ampliagdo teve como
finalidade aumentar o poder estatistico das analises, reduzir a variabilidade experimental e

avaliar a reprodutibilidade dos efeitos observados no primeiro ensaio.
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Na segunda execucao, o delineamento experimental, as condi¢gdes de cultivo e os
procedimentos de inoculagdo foram mantidos porém com a inclusdo de novas variaveis
morfoldgicas relacionadas a arquitetura radicular e ao desenvolvimento vegetativo, tais como
numero de folhas, numero de foliolos, nimero e densidade de raizes laterais sendo essa métrica
definida como o nimero de raizes laterais dividida pelo comprimento da raiz principal (Fitter,
1987) e a razdo do comprimento da raiz pelo comprimento da parte aérea. O objetivo foi
aprofundar a avalia¢do dos efeitos da inoculagdo bacteriana sobre o crescimento inicial da
plantula e verificar a consisténcia dos padrdes observados previamente. Ademais, na segunda
execugdo houve a substituicdo de uma das estirpes bacterianas inicialmente utilizadas. A
estirpe BN11 foi substituida pela estirpe BE76, mantendo-se as estirpes BN22 ¢ BE88. A
substituicdo do isolado BN11 pelo BE76 foi fundamentada nos resultados apresentados na
Tabela 1. Embora BN11 tenha demonstrado multiplas atividades de promog¢ao de crescimento
(producdo de AIA, amonia, fosfato, EPS e antagonismo positivo), sua sintese de AIA foi
relativamente baixa (11,59 pg/mL) e a solubilizacdo de fosfato inferior a de BE76. Este ultimo
destacou-se pela elevada solubilizagdo de fosfato (227,59 ug/mL) e pela maior producao de
EPS (3,00), atributos diretamente associados a disponibiliza¢dao de nutrientes e a formagao de

biofilme, favorecendo a colonizagao radicular.
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Figura 4 - Etapas do cultivo in vitro de plantulas de Mimosa tenuiflora para inoculagao
bacteriana

Fonte: O Autor, 2026.

Legenda: A: Selecdo minuciosa das sementes saudaveis. B: Etapa de quebra de dorméncia por
escarificacdo quimica. C: Sementes germinadas sobre papel umedecido, evidenciando emissdo da
radicula. D: Padronizagdo das plantulas com base no comprimento da radicula. E. Sementes recém-
germinadas dispostas em placa de Petri com algodao umedecido para observagdo inicial. F. Plantulas
transferidas para tubos de ensaio contendo agar semissolido 0,8%, dispostas aleatoriamente

6.6.4 Andlise da eficiéncia da inoculacgdo de M. tenuiflora com bactérias endofiticas

A andlise foi realizada considerando as duas execugdes experimentais de forma
independente, levando em conta as diferencas nas varidveis analisadas em cada uma.
Inicialmente, o efeito global das inoculagdes sobre as varidveis de cada tratamento foi avaliado
em cada execu¢do por meio de analises multivariadas. Para esse fim, aplicou-se a andlise de
PERMANOVA, com matriz de distancia Manhattan. Em seguida, para identificar quais pares
de tratamentos apresentaram diferencas significativas na composi¢do multivariada, foi
conduzida uma andlise de comparagdes multiplas par a par utilizando a fungdo
pairwise.adonis2 (pacote vegan) (Oksanen et al., 2022), com 999 permutacdes. Em ambos os
casos, a homogeneidade da dispersdo multivariada entre os grupos foi verificada previamente

por meio do teste betadisper (Anderson, 2006), assegurando que eventuais diferencas
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detectadas pela PERMANOVA nao estivessem associadas a variagcdes desiguais de dispersao
entre os tratamentos. A comparagao entre as duas execugdes experimentais foi realizada apenas
para as varidveis comprimento da raiz e o comprimento da parte aérea. Para essa finalidade,
foram elaboradas tabelas descritivas independentes para cada execugdo, contendo, para cada
tratamento, medidas de tendéncia central.

Antes da aplicacdao das andlises univariadas, foram avaliados os pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancias. A normalidade dos dados foi verificada por meio
do teste de Shapiro—Wilk, enquanto a homogeneidade de variancias foi avaliada pelo teste de
Levene. As varidveis que nao apresentaram distribuicdo normal foram submetidas a métodos
ndo paramétricos por meio do teste de Kruskal-Wallis (Zar, 2010), seguido de comparagdes

multiplas pelo teste de Dunn (Dunn, 1961), com correcao de Bonferroni.
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7 RESULTADOS
7.1 Dados do sequenciamento

O sequenciamento de amplicons da regido V4 do gene 16S rRNA gerou um total
de 2.340.496 sequéncias brutas, sendo 1.203.730 provenientes das amostras de endosfera
radicular e 1.136.766 das amostras de rizosfera. Apos a exclusdao de sequéncias de baixa
qualidade, leituras curtas, quimeras e sequéncias atribuidas a Archaea, mitocondrias e
cloroplastos, foram retidas 1.199.318 sequéncias da endosfera (99,63%) e 1.134.740
sequéncias da rizosfera (99,82%). As leituras apresentaram elevados padrdes de qualidade em
ambos os compartimentos, com 96,46% das bases da endosfera e 96,44% da rizosfera
apresentando pontuagao Phred > Q20, ¢ 92,61% e 92,40% > Q30, respectivamente. O
comprimento médio das sequéncias foi de 130 pb para leituras forward e 128 pb para reverse
na endosfera, e de 129 pb e 127 pb na rizosfera. Esses resultados confirmam a robustez do
processamento bioinformatico e a adequacao do esforco de sequenciamento para caracterizar
a diversidade bacteriana associada a M. fenuiflora em ambos os compartimentos.

Tabela 2 — Resumo do sequenciamento e processamento dos dados.

Parametro Rizosfera Endosfera radicular
Sequéncias brutas 1.136.766 M 1.203.730 M
Sequéncias retidas (%) 1.134.740 (99,82%) 1.199.318 (99,63%)
Qualidade média (Q20) 141,172 M (96,44%) 149,271751 M (96,45%)
Qualidade média (Q30) 135,254 M (92,40%) 143,310443 M (92,60%)
Comprimento médio
(forward) 129 pb 130 pb
Comprimento médio 127 pb 128 pb
(reverse)

Fonte: O autor, 2026.

O processamento dos dados pelo pipeline DADA?2 resultou na identificagdo ASVs
bacterianas unicas, sendo 4.379 ASVs detectadas nas amostras de endosfera radicular (n=7) e
5.649 ASVs nas amostras de rizosfera (n=3). As curvas de rarefacdo atingiram platé para
ambos os compartimentos (Figura 5), o indica que o esfor¢o de sequenciamento foi suficiente

para capturar a diversidade bacteriana presente nas amostras analisadas.
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Figura 5 - Curvas de rarefagdo das variantes de sequéncia de amplicon (ASVs) em
compartimentos radiculares de Mimosa tenuiflora.
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Fonte: O autor, 2026.

7.2 Estimativa de diversidade bacteriana associada a rizosfera e a endosfera radicular

7.2.1 Diversidade alfa

A riqueza observada (ASVs) foi significativamente superior na rizosfera em
comparacao a endosfera radicular (p = 0,0012) com valores de 4.846 ASVs e 3.918 ASVs,
respectivamente (Figura 6-A; Tabela 3). Resultado semelhante foi observado para o estimador
de riqueza Chaol, com valores de 5.353,29 para a rizosfera e 4.203,87 para a endosfera (p =
0,0018). Os indices que incorporam equitabilidade também diferiram significativamente entre
os compartimentos. O indice de Shannon foi maior na rizosfera com valor de 6,54 em
comparacdo com a endosfera radicular com wvalor 5,00. O teste t registrou diferencga
significativa com valor de p = 0,033 (Tabela 3, Figura 6-C). De forma consistente, o indice
inverso de Simpson (1/Simpson) foi substancialmente maior na rizosfera (113,49) em
comparacao a endosfera (22,19) (p = 0,0015).

A variagdo entre amostras individuais dentro de cada compartimento esta

apresentada na Tabela 3. Observou-se maior amplitude de variagdo entre as amostras de
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endosfera radicular em comparacao a rizosfera para todas as métricas avaliadas. Os boxplots

ilustrando as distribui¢des das métricas estao apresentados na Figura 6.

Tabela 3 - Métricas de diversidade alfa das comunidades bacterianas agrupadas por

compartimento (pool) e por amostras.

Teste

Métrica Endosfera Rizosfera , . p-valor
estatistico
ASVs 3918 4846 Teste t 0,0012
Chaol 4203.871 5353.291 Teste t 0,0018
Shannon 5,00 6,54 Teste t 0,033
1/Simpson 22.19 113,49 Teste t 0,0015
Compartimento Amostra Shannon 1/Simpson Chaol  Riqueza
Endosfera radicular ENRADI 4,53 28,07 1584,63 1301
Endosfera radicular ENRAD?2 4,50 21,76 816,08 804
Endosfera radicular ENRAEI1 4,42 21,94 765,33 751
Endosfera radicular ENRAE2 4,00 8,40 1312,63 1227
Endosfera radicular ENRANI1 3,05 4,70 766,01 731
Endosfera radicular ENRAN2 5,34 54,77 1449,46 1364
Endosfera radicular ENRAE3 1,01 1,40 374 339
Rizosfera RIZOE1 6,05 68.44 2636,40 2420
Rizosfera RIZON2 6,21 120,13 2732,49 2435
Rizosfera RIZOD3 5,81 77,17 1890,97 1773

Fonte: O Autor, 2026. Legenda: ENRA = Endofitico de raiz; D = Desertificada, E = Exclusdo (Em pousio) e N =

Nativa; RIZO = Rizosfera
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Figura 6 - Diversidade alfa das comunidades bacterianas associadas a rizosfera e a endosfera
radicular de Mimosa tenuiflora.
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Fonte: O Autor, 2026. Legenda: Métricas de diversidade alfa para rizosfera (azul, n=3) e endosfera radicular
(vermelha, n=7) com base em: (A) Riqueza observada (nimero de ASVs), (B) Indice de Chaol, (C) indice de
Shannon, (e (D) Indice inverso de Simpson (1/Simpson). As caixas representam o intervalo interquartil, as linhas
centrais indicam a mediana, e os pontos individuais representam cada amostra.

7.2.2 Diversidade beta

A estrutura das comunidades bacterianas foi investigada por meio de analise de
coordenadas principais (PCoA) baseada em distancias Weighted UniFrac, métrica que
incorpora tanto informacgodes filogenéticas quanto abundancia relativa dos taxons. A ordenagado
revelou tendéncia de separacdo entre as comunidades de rizosfera e endosfera radicular (Figura

7).
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Figura 7 - Analise de Coordenadas Principais (PCoA) de ASVs entre amostras de rizosfera e
endosfera, baseada na distancia UniFrac Weighted
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Fonte: O Autor, 2026.

A analise de PCoA revelou agrupamentos distintos entre rizosfera e endosfera
radicular, com separacdo clara entre os compartimentos. Os dois primeiros eixos explicaram
conjuntamente 66,6% da variacdo total (PCoAl = 38,3%; PCoA2 = 28,3%). A analise de
PERMANOVA indicou que os compartimentos explicaram cerca de 53,6% da variagdo na
composi¢do das comunidades bacterianas (R* = 0,536), com diferenga estatisticamente
significativa (p = 0,009). De forma consistente, a analise de similaridade (ANOSIM) também
detectou diferenciagdo significativa entre rizosfera e endosfera (R = 0,312; p = 0,007),
reforgando que as comunidades tendem a ser mais similares dentro de cada compartimento do
que entre compartimentos distintos. O teste de dispersio (BETADISPER) ndo indicou
diferencas significativas na variabilidade interna dos grupos (F = 3,433; p = 0,109), sugerindo
que a separacdo observada ndo ¢ resultado de heterogeneidade intragrupal, mas reflete
diferengas reais na composi¢cao microbiana entre os compartimentos.

O agrupamento hierarquico baseado em distancias Weighted UniFrac corroborou

o padrao de diferenciacgao parcial, com as trés amostras de rizosfera formando um clado coeso,
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enquanto as amostras de endosfera radicular formaram trés subgrupos sugerindo maior

heterogeneidade composicional.

Figura 8 - Dendrograma da andlise de agrupamento hierarquico (UPGMA) utilizando as
Variantes de Sequéncias de Amplicon (ASVs).
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Fonte: O Autor 2026.

7.3 Diversidade taxonémica
7.3.1 Diversidade de filos de bactérias

Foram identificados oito (8) filos principais com abundancias relativas superiores
a 1%, porém com padrdes distintos de distribuicdo e domindncia entre os compartimentos
radiculares analisados (rizosfera e endosfera radicular). Os filos mais abundantes foram
Actinomycetota (anteriormente Actinobacteria), seguido por Pseudomonadota (anteriormente
Proteobacteria) (Figura 9). Diferencas marcantes nas composi¢des entre 0os compartimentos
foram observadas principalmente para Pseudomonadota, que apresentou maior abundéncia
relativa na endosfera radicular (=50%) em comparagdo a rizosfera (=<20%). De forma inversa,
Bacillota (anteriormente Firmicutes) foi mais abundante na rizosfera (=25%) do que na
endosfera (=5%). Os filos Acidobacteriota, Chloroflexota, Planctomycetota e Myxococcota
apresentaram abundancias relativas inferiores a 10% em ambos os compartimentos, enquanto

taxons menos abundantes (<1%) foram agrupados na categoria "< 0.01".
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Na rizosfera foram encontrados 17 filos, sendo Actinomycetota o filo mais
abundante, seguido por Pseudomonadota, com contribuicao expressiva também de Bacillota e
Acidobacteriota (Figura 9). Outros filos, como Chloroflexota, Planctomycetota, estiveram
presentes em menores proporgdes, compondo a fracdo abundante da comunidade bacteriana
rizosférica.

Para a endosfera radicular, a anélise revelou 24 filos totais, com predominancia de
Pseudomonadota e Actinomycetota, que juntos representaram a maior parte da comunidade
bacteriana. Esses filos foram acompanhados por contribui¢des menores de Chloroflexota,
Bacillota, Acidobacteriota, Myxococcota, Planctomycetota e Bacteroidota, enquanto os demais

filos ocorreram em abundancias residuais (< 0,01%).

Figura 9 - Abundancia relativa de filos de bactérias nos compartimentos de um pool de
amostras de Rizosfera e Endosfera radicular de M. tenuiflora.
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Fonte: O Autor, 2026. Legenda: Os filos representados possuem abundéancia acima de 1%. Os demais filos com
abundancia menor que 1% aparecem somados como < 0.01 na cor cinza.
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7.3.2 Diversidade de géneros de bactérias

Na endosfera radicular, o género mais abundante foi o complexo Burkholderia—
Caballeronia—Paraburkholderia, denominagao adotada pelo banco de dados SILVA para
reunir trés géneros filogeneticamente proximos que resultaram do desmembramento
taxondmico do género Burkholderia sensu lato. Esse agrupamento reflete a limitacdo do
marcador 16S rRNA em distinguir esses géneros com resolucdo suficiente, uma vez que suas
sequéncias apresentam alta similaridade (Dobritsa; Samadpour, 2016; Sawana et al., 2014).
Seguiram-se Acidothermus, Mycobacterium, Klebsiella e Bradyrhizobium. Outros géneros
relevantes na endosfera incluiram Actinomadura, Thermosporothrix, Acidibacter,
Actinophytocola e Conexibacter, majoritariamente pertencentes ao filo Actinomycetota."Na
rizosfera, os géneros mais abundantes diferiram dos observados na endosfera radicular.
Destacaram-se Comnexibacter como o género mais abundante, seguido por Neobacillus,
Crossiella, Bryobacter ¢ Mycobacterium. Outros géneros encontrados incluiram Niallia,
Sphingomonas, Alicyclobacillus e Acidothermus.

Embora diversos géneros tenham se destacado em cada compartimento radicular,
observa-se que a categoria agrupada de géneros com abundancia relativa inferior a 5% (Figura
10) correspondeu ao maior conjunto proporcional em ambos os compartimentos. Esse
agrupamento, apesar de reunir tdxons individualmente pouco abundantes, representa uma

fracdo expressiva da diversidade microbiana ainda ndo elucidada.
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Figura 10 - Abundancia relativa média de géneros de bactérias nos compartimentos de
Rizosfera e Endosfera radicular de M. tenuiflora.
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Fonte: O Autor, 2026.

Legenda: Pool das amostras agrupadas por cada compartimento. Os géneros representados possuem abundéancia
relativa acima de 2,5%. Os demais géneros com abundancia menor que 5% aparecem somados como < 0.05 na
cor azul marinho.

7.3.3 ASVs compartilhados e exclusivos entre compartimentos

A distribui¢do dos ASVs entre os compartimentos radiculares demonstrou um
predominio de tdxons exclusivos, indicando que rizosfera e endosfera funcionam como nichos
distintos, ainda que compartilhem uma parcela da comunidade bacteriana (Figura 11). Na
rizosfera foram identificados 3.793 ASVs exclusivos, correspondendo a 49,2% do total,
enquanto na endosfera radicular foram observados 2.865 ASVs exclusivos, representando
37,2% do total. O conjunto compartilhado entre os dois compartimentos foi composto por
1.053 ASVs, equivalente a 13,7% do total (Figura 11). Evidenciando que embora exista uma
fragdo comum de bactérias colonizando simultaneamente rizosfera e endosfera, a maior parte

da diversidade bacteriana € especifica de cada compartimento.
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Figura 11 - Diagrama de Venn de distribuicao de ASVs entre rizosfera e endosfera radicular.

Rizosfera Endosfera radicular

Fonte: O Autor, 2026.

7.4 Taxons diferencialmente abundantes entre rizosfera e endosfera radicular

A identificagdo de tdxons diferencialmente abundantes entre a rizosfera e a
endosfera radicular de M. tenuiflora foi realizada em nivel de género por meio de analise de
expressdo diferencial utilizando o método DESeq2 (Love; Huber; Anders, 2014). Foram
considerados significativamente diferencialmente abundantes os géneros que apresentaram p-
ajustado (padju) < 0,05, permitindo identificar tdxons enriquecidos em cada compartimento
considerando simultaneamente a magnitude do efeito e a variabilidade entre as amostras.

A andlise revelou 11 géneros diferencialmente abundantes, sendo dez (10)
enriquecidos na rizosfera e apena um (1) na endosfera radicular, evidenciando clara
estruturacdo do microbioma associada ao compartimento radicular (Figura 12). Na rizosfera,
os géneros mais enriquecidos foram Adiciphillium Crossiella, Acidibacter, Niallia entre outros
que nao foi possivel identificar, indicando associagao preferencial com o ambiente rizosférico.

Em contraste, na endosfera radicular o Gnico género enriquecido foi Rhizobium (Figura 12).
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Figura 12 - Géneros diferencialmente abundantes entre rizosfera e endosfera radicular.
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Fonte: O Autor, 2026.
Legenda: Representagdo grafica dos géneros diferencialmente abundantes (padju < 0,05) entre endosfera
radicular (vermelho) e rizosfera (azul) de M. tenuiflora.

7.5 Microbioma core associado aos compartimentos radiculares

O microbioma core da rizosfera apresentou padrao de abundancia mais homogéneo
entre as amostras em comparagdo com endosfera radicular. Os 20 géneros mais abundantes
incluiram Conexibacter, Neobacillus, Bryobacter, Crossiella, Alicyclobacillus, e Niallia, entre
outros (Figura 13). A uniformidade na intensidade de coloragdo entre as amostras sugere baixa
variabilidade intra-compartimento na composi¢ao do microbioma core rizosférico.

O microbioma core da endosfera radicular revelou padrao de abundancia mais
heterogéneo entre as amostras. Os 20 géneros mais abundantes incluiram o complexo
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia, Mycobacterium, Bradyrhizobium, Acidibacter,
Streptomyces e Neobacillus, entre outros (Figura 13). A andlise do heatmap evidenciou ampla
variagao na intensidade de coloracdo entre as sete amostras de endosfera radicular, com
alternancia entre tonalidades escuras (alta abundancia), médias e claras (baixa abundancia)

para um mesmo género em diferentes amostras. Observou-se que, embora esses taxons estejam
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universalmente presentes (100% de prevaléncia), suas abundancias relativas variaram
consideravelmente entre as amostras.

A comparacdo visual dos mapas de calor revelou diferengas marcantes no padrao
de distribuicdo de abundancias entre os compartimentos. Enquanto a rizosfera apresentou
coloragdo predominantemente escura e uniforme, caracterizando géneros core com
abundancias estaveis entre as amostras, a endosfera radicular exibiu um mosaico de coloragdes
variadas, refletindo maior heterogeneidade nas abundancias dos tdxons core. Adicionalmente,
observou-se que dez géneros (50% do core de cada compartimento) foram compartilhados
entre rizosfera e endosfera, incluindo Neobacillus, Bradyrhizobium, Niallia, Streptomyces ¢

Sphingomonas (Figura 13).
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Figura 13 — Mapa de calor dos géneros core dos compartimentos radiculares de M. tenuiflora.
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Legenda: Mapa de calor mostrando a abundéncia relativa dos 20 géneros mais abundantes do microbioma core,
A =rizosfera (n=3) ¢ B = endosfera radicular (n=7) de Mimosa tenuiflora. Core definido como géneros presentes
em 100% das amostras do respectivo compartimento. A escala de cores representa abundancia relativa em escala
log10. Cada coluna representa uma amostra individual.

7.6 Contribuicao Relativa entre Rizosfera e Endosfera Radicular

O resultado da andlise de SourceTracker permite inferir a contribui¢do relativa
entre os compartimentos radiculares. Quando a endosfera radicular foi tratada como ambiente
receptor (sink), a rizosfera (source) contribuiu com 5,5% da composi¢ao da comunidade
bacteriana endofitica (Figura 14). A fracdo classificada como "Unknown" apresentou
contribuicdo de 83,5%, indicando que a maior parte da comunidade endofitica ndo pode ser
atribuida diretamente a rizosfera adjacente.

Na analise inversa, onde a rizosfera foi considerada como ambiente receptor, a
endosfera radicular contribuiu com 4,4%. A fracdo "Unknown" apresentou contribuicdo de

69,1%. A comparacdo entre as duas andlises revelou uma assimetria na magnitude de
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contribuicdo entre os compartimentos. A rizosfera apresentou contribui¢do 1% maior para a
endosfera radicular (5,5%) do que o inverso (4,4%). Adicionalmente, a variabilidade dos dados
diferiu entre as analises: a contribui¢do da rizosfera para a endosfera da raiz mostrou-se mais
homogénea, enquanto a contribuicdo da endosfera da raiz para a rizosfera apresentou maior

variagao entre as amostras analisadas.

Figura 14 — Contribuicao relativa entre os compartimentos radiculares.
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Fonte: O Autor, 2026.
Legenda: A figura A mostra a propor¢do de microrganismos da endosfera (sink) atribuidos a rizosfera (source) e
a categoria “desconhecido” em cinza. A figura B mostra o inverso.

7.7 Avaliacio da inoculagio bacteriana em plantulas de Mimosa tenuiflora

Na primeira execugdo experimental, conduzida com carater exploratorio, foram
avaliados os efeitos dos diferentes tratamentos sobre o crescimento inicial de M. fenuiflora,
considerando as varidveis comprimento da raiz, comprimento da parte aérea e comprimento
total da plantula (Figura 15). Para a variavel comprimento da raiz o consoércio BN22+BES88
(T5) apresentou a maior média (3,76 = 1,36 cm) e mediana (3,71 cm), seguido por

BN22+BN11 (T4) com média de 3,66 = 1,85 cm e mediana de 3,41 cm. O tratamento controle
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negativo apresentou os menores valores, com média de 1,69 + 0,48 cm e mediana de 1,80 cm
(Tabela 4), representando reducdo de aproximadamente 55% em relag@o ao tratamento TS5.
Para comprimento da parte aérea, os tratamentos TS5 e T6 (BNI11+BESS)
apresentaram as maiores médias, com 2,75 £ 0,95 cm (mediana 2,99 cm) e 2,73 + 0,96 cm
(mediana 3,18 cm), respectivamente. O controle negativ apresentou os menores valores de
média (1,84 £ 0,72 cm) e mediana de 2,07 cm. As inoculagdes individuais (T1, T2 e T3)
apresentaram valores intermedidrios entre os consorcios e o controle. Os boxplots (Figura 15),
confirmaram essas tendéncias, destacando a eficacia dos consoércios bacterianos em relagao ao

controle e as inoculagdes individuais.

Tabela 4 - Estatistica descritiva das variaveis de crescimento de plantulas de Mimosa tenuiflora
submetidas a diferentes tratamentos de inoculagao bacteriana

Parametros Gerais do Crescimento (Raiz e Parte Aérea)

Dados agrupados por tratamento 1° execucao

Tratamento Media Aérea Mediana Aérea DP_Aerea Var Aérea Media Raiz Mediana Raiz DP_Raiz Var Raiz

Controle 1.84 2.07 0.72 0.52 1.69 1.80 0.48 0.23
T1 2.25 2.33 0.99 0.99 175 1.80 0.38 0.14
T2 2.21 2.17 0.50 0.25 2.65 2.01 155 2.41
3 2.49 2.73 0.88 0.77 1.71 1.67 0.24 0.06
T4 2.54 2.84 1.08 1.16 3.66 3.41 1.85 3.43
TS 2.75 2.99 0.95 091 3:76 3.71 1.36 1.84
T6 2.73 3.18 0.96 0.92 3.30 2.34 1.74 3.04
ik 2.34 2.84 1.47 2.16 2.07 2.15 0.37 0.14

Fonte: O Autor, 2026.
Legenda: DP = Desvio padrdo; Var = Variancia.

A maior eficiéncia dos tratamentos consorciados pode ser observada visualmente
na Figura 18. As plantulas inoculadas com os consoércios T4, TS e T6 apresentaram maior
desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular mais desenvolvido em comparagdo aos
demais tratamentos. O controle negativo apresentou plantulas visivelmente menores e maior
heterogeneidade entre as réplicas. Nota-se que o consorcio triplo BN11+BN22+BES88 (T7)
apresentou desenvolvimento inferior aos consorcios duplos, com algumas réplicas exibindo
crescimento comparavel ao controle. O teste de Shapiro-Wilk indicou que todas as variaveis
analisadas ndo apresentaram distribuicdo normal (p < 0,05), justificando o uso de analises ndo

paramétricas. A analise PERMANOVA, realizada com distancia Manhattan ¢ 999
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permutagdes, revelou diferencas significativas entre os tratamentos (gl =7, F =2,96, p=0,009),
com coeficiente de determinagdo R?= 0,270, indicando que aproximadamente 27% da variacao
total nos dados pode ser explicada pelos diferentes tratamentos aplicados. O resultado das
comparagdes par a par (pairwise PERMANOVA) identificou tratamentos que apresentaram
diferencas significativas entre si, os consorcios duplos (T4, T5 e T6) diferiram do controle (T8)
com o valor de p < 0,05, sendo o maior efeito observado para a comparagao entre T5 e T8 (R?
=0,46; p=0,003).

Adicionalmente, o tratamento T5 (Serratia rubidaea + Citricoccus sp.) diferiu
significativamente das inocula¢des individuais T1 (BN11) e T3 (BES88), bem como do
consorcio triplo T7 (p < 0,05). O teste de homogeneidade da dispersdo (betadisper) nao
apresentou significancia entre os grupos (p = 0,1239), confirmando que os efeitos observados
ndo se devem apenas a variabilidade aleatéria entre os grupos e validando o uso da
PERMANOVA. Nas analises univariadas, o teste de Kruskal-Wallis mostrou auséncia de
diferengas significativas para o comprimento da parte aérea (p = 0,209), mas evidenciou
diferencas significativas para o comprimento da raiz (p = 9,6x10"%) e para o comprimento total
(p = 0,03). O teste post-hoc de Dunn, com corre¢ao de Bonferroni, indicou que a inoculacio
Serratia rubidaea + Citricoccus sp. (T5) promoveu maior crescimento radicular, sendo
significativamente diferente do controle ndo inoculado (T8) (p.adj = 0,0470) e da inoculacao
isolada com BE8&S8 (T3) com p.adj = 0,0191. Para o comprimento total, a maior diferenca foi
observada entre o TS e o controle, mas ndo se manteve significativa apos a correcao (p.adj =

0,0564).
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Figura 15 - Crescimento de plantulas de M. tenuiflora sob diferentes tratamentos de inoculagao
bacteriana - primeira execu¢do experimental.
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Fonte: O Autor, 2026. Legenda: Boxplots mostram mediana (linha central), primeiro e terceiro quartis (limites da
caixa), valores minimo e maximo dentro de 1,5% intervalo interquartil (whiskers), valores de cada replicata (pontos
pretos) e outliers (pontos vermelhos).

A eficiéncia dos tratamentos consorciados sobre as inocula¢des individuais e o
controle pode ser observada qualitativamente na Figura 16. As plantulas inoculadas com os
consorcios (T4), (TS5) e (T6) apresentaram maior desenvolvimento da parte aérea e sistema
radicular mais desenvolvido em comparagdo aos demais tratamentos. O controle negativo

apresentou plantulas visivelmente menores e maior heterogeneidade entre as réplicas.
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Figura 16 - Desenvolvimento de plantulas de M. tenuiflora sob inoculagdo bacteriana. Primeira
execugdo experimental.

[

Fonte: O Autor, 2026. Legenda: Plantulas de Mimosa tenuiflora cultivadas aos 15 dias ap6s inoculag@o bacteriana
em meio agar-agua 0,8%. Controle ndo inoculado; T1 = BNI11 (Serratia rubidaea); T2 = BN22 (Serratia
rubidaea); T3 = BE88 (Citricoccus sp.); T4 = BN22+BN11; T5 = BN22+BES88; T6 = BN11+BES88; T7 =
BN11+BN22+BE88. Cada painel mostra as oito réplicas do respectivo tratamento. Régua graduada em
centimetros a direita de cada painel permite visualizagdo das diferencas de crescimento. n = 8 plantulas por
tratamento.

Na segunda execucao, o tratamento T5 foi avaliado com 25 réplicas, enquanto os
demais tratamentos contaram com oito (8). A analise descritiva revelou padrdes similares aos
observados na primeira execucao, com destaque para o TS5 apresentando os maiores valores

médios para as varidveis de crescimento (Tabela 5). De modo geral, observou-se variacao
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expressiva entre os tratamentos e elevada heterogeneidade intra-tratamento, especialmente para
as variaveis associadas a emissao foliar.

Para a variavel comprimento da raiz, T5 apresentou média de 3,42 £ 1,06 cm ¢
mediana de 3,33 cm, representando aumento de 73% em relagao ao controle (média de 1,98 +
0,64 cm, mediana de 1,79 cm), seguido por T2 (2,69 cm), T1 (2,57) e T3 (2,37). Os menores
comprimentos médios de raiz foram observados em T4 (1,90 cm), T7 (1,91) e T8 (1,98).
Ademais, o tratamento TS5 também apresentou maior variabilidade para essa variavel
(Coeficiente de Variacao = 3,22). O comprimento da parte aérea ndo apresentou diferengas

acentuadas entre os tratamentos (Figura 17).

Figura 17 - Desenvolvimento de plantulas de M. tenuiflora sob inoculagdo bacteriana. Segunda
execugao experimental.
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Fonte: O Autor, 2026.

O numero médio de raizes laterais variou entre os tratamentos, com destaque para T5
(2,92), T6 (2,50) e T3 (2,12). Em contraste, T8 novamente apresentou o menor valor médio
(0,80). A razao raiz/parte aérea apresentou maior valor médio no tratamento TS5 (1,45), seguida

por T2 (1,14), T3 (1,13) e T8 (1,12).
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Quanto as varidveis relacionadas a emissao foliar, observou-se que a média do
numero de folhas foi mais elevada em T5 (0,72) e T8 (0,70), seguidas por T1 (0,62) e T2 (0,50).
Em T7 nio foi registrada emissao foliar (Figura 18). As medianas iguais a zero na maioria dos
tratamentos indicam que grande parte das plantulas ndao apresentou folhas desenvolvidas no
periodo avaliado. O nimero médio de foliolos também variou amplamente entre os
tratamentos, com maiores valores observados em T5 (3,20), T2 (3,12), T8 (2,70) e T1 (2,50).
As demais medidas descritivas encontram-se apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Dados gerais das variaveis de crescimento de plantulas de Mimosa tenuiflora
submetidas a diferentes tratamentos de inoculagao bacteriana

Parametros Gerais do Crescimento
Dados agrupados por tratamento - 2? execucao

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Média_n_folha 0.62 0.50 0.12 0.38 0.72 0.38 0.00 0.70
Mediana n_folha 0.50 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.50
DP n folha 0.74 0.76 0.35 0.52 0.79 0.52 0.00 0.82
Var n folha 0.55 0.57 0.12 0.27 0.63 0.27 0.00 0.68
Média n_foliolo 2.50 3.12 0.12 1.00 3.20 1.50 0.00 2.70
Mediana n_foliolo 0.50 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.50
DP n_foliolo 3.63 4.58 0.35 1.77 3.98 2.83 0.00 4.62
Var n foliolo 13.14 2098 0.12 3.14 15.83 8.00 0.00 2134
Média Aérea 2.35 2.52 2.14 2.16 2.48 2.16 2.37 1.92
Mediana_Aérea 2.34 2.49 2.14 2.39 2.40 2.18 2.49 1.83
DP_Aérea 0.47 0.57 0.32 0.53 0.53 0.31 0.42 0.62

Var Aérea 0.22 0.32 0.10 0.28 0.28 0.10 0.18 0.39
Média Raiz 2.57 2.69 2.37 1.90 3.42 2.09 1.91 1.98
Mediana Raiz 2.24 3.02 2.30 1.95 3.33 2.21 1.86 1.79
DP_ Raiz 1.00 0.63 0.54 0.53 1.06 0.44 0.43 0.64

Var Raiz 1.01 0.40 0.29 0.28 1.11 0.20 0.19 0.41
Média n raiz lat 1.50 2.00 2.12 1.50 2.92 2.50 2.00 0.80
Mediana n_raiz_lat 0.50 1.00 0.00 1.00 1.00 2.50 0.50 0.00
DP n raiz lat 2.73 2.73 4.22 1.93 3.72 2.14 2.56 1.32
Var n raiz lat 7.43 7.43 17.84  3.71 13.83 457 6.57 1.73
Média_dens_raiz_lat 0.76 0.82 0.73 0.76 1.00 1.25 1.04 0.46
Mediana_dens_raiz_lat 0.29 0.40 0.00 0.56 0.30 1.37 0.21 0.00
DP_dens raiz lat 1.31 0.99 1.27 0.94 1.52 1.10 1.36 0.80
Var_dens _raiz_lat 1.72 0.98 1.61 0.88 2.32 1.22 1.85 0.64
Média razao R A 1.11 1.14 1.13 0.96 1.45 0.98 0.86 1.12
Mediana razao R A 1.14 1.15 1.14 0.92 1.39 0.93 0.79 1.13
DP razao R A 0.37 0.41 0.29 0.42 0.57 0.27 0.37 0.46
Var razao R A 0.14 0.17 0.08 0.17 0.33 0.07 0.14 0.21

Fonte: O Autor, 2026. Legenda: n = Nimero; DP = Desvio Padrio; Var = Variancia; lat = Lateral; R_A = Raiz /
Parte aérea

A andlise multivariada (PERMANOVA), revelou diferengas significativas entre os
tratamentos (gl =7, F = 1.95, p = 0,028, R? = 0,154), indicando que aproximadamente 15,4%

da variacdo total nos dados pode ser explicada pelos diferentes tratamentos aplicados. O teste
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de homogeneidade da dispersao multivariada (betadisper) ndo apresentou diferencas
significativas (p = 0,115), validando os resultados da PERMANOVA. A andlise de
comparagdes par a par (pairwise.adonis?) evidenciou que o tratamento TS5 (consércio
BN22+BES88) apresentou diferencas significativas em relagdo aos tratamentos T3, T4, T7
(Pr(>F) < 0,05) e ao controle nao inoculado (p = 0,033). A maior magnitude de efeito foi
observada na comparacao entre TS e T7 (R* = 0,131; Pr(>F) = 0,015), indicando que a
combinagdo especifica entre BN22 e BE88 promoveu uma resposta distinta no crescimento das
plantulas quando comparada a consorcios mais complexos. A verificagdo da normalidade dos
dados pelo teste de Shapiro—Wilk indicou que nenhuma das variaveis analisadas apresentou
distribui¢do normal (p < 0,05). Dessa forma, foram empregados testes ndo paramétricos para
as andlises univariadas.

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferengas significativas entre os tratamentos
para o comprimento da raiz (p = 2,07 x 107°) e para o comprimento total da plantula (p = 4,50
x 107°). A razdo raiz/parte aérea apresentou valor limitrofe de significancia (p = 0,0508),
enquanto as demais variaveis (comprimento da parte aérea, nimero de folhas, nimero de
foliolos, numero de raizes laterais e densidade de raizes laterais) ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (p > 0,05). Apesar disso, observa-se que no
tratamento TS5 as plantulas apresentaram maior desenvolvimento foliar e de raizes secundarias
(Figura 18). Contudo, esse mesmo tratamento apresentou elevada variabilidade entre as 25
plantulas avaliadas (Tabela 5), o que pode ter reduzido a significancia estatistica das diferencas
observadas. O teste post-hoc de Dunn, com corre¢do de Bonferroni, indicou que o tratamento
TS5 promoveu maior crescimento radicular, sendo significativamente superior ao controle (T8)
(p.adj = 1,03x107?), ao consércio triplo (p.adj = 2,17x103) e ao consércio T4 (p.adj = 3,14x10"
3). Para a razo raiz/parte aérea, TS5 apresentou valor significativamente superior aos
observados no controle negativo (p.adj = 0,0425), indicando maior alocagdo relativa de
biomassa para o sistema radicular. Em relagdo ao comprimento total da plantula, o tratamento
T5 apresentou valores significativamente superior ao controle (T8) (p.adj = 1,44x10°%%), bem
como aos tratamentos T4 (p.adj = 2,22x10°%%), T7 (p.adj = 0,0137) e T6 (p.adj = 0,0218). Esses
resultados reforcam a eficacia do consorcio Serratia rubidaea + Citricoccus sp. na promogao

do crescimento inicial de M. tenuiflora (Figura 18).
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Figura 18 - Plantulas de M. tenuiflora avaliadas na segunda execucdo experimental,
evidenciando diferengas morfoldgicas entre os tratamentos.

CONTROLE - T8

Legenda: Plantulas de Mimosa tenuiflora aos 15 dias ap6s inoculagdo bacteriana em papel filtro. TS = Serratia
rubidaea + Citricoccus sp.; T6 = Cellulosimicrobium funkei + Citricoccus sp ; T7 = Cellulosimicrobium funkei
+ Serratia rubidaea + Citricoccus sp. T8 = Controle ndo inoculado. Os painéis superior e inferior mostram as

oito réplicas dos tratamentos. Régua graduada em centimetros a direita de cada painel permite visualizagdo das
diferencas de crescimento.
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8 DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo a caracterizar simultaneamente, por meio de
sequenciamento massivo de amplicons do gene 16S rRNA, o microbioma bacteriano total
associado a rizosfera e a endosfera radicular de Mimosa tenuiflora em area suscetivel a
desertificagdo no semidrido brasileiro, distinguindo-se de estudos anteriores que focaram
exclusivamente em bactérias noduliferas (Bontemps et al., 2010; Dias et al., 2021) ou
avaliaram compartimentos radiculares de espécies afins em condi¢des controladas (Welmillage
et al., 2021). As curvas de rarefagcdo baseadas na riqueza observada (q = 0) atingiram platd
para ambos os compartimentos analisados, o que indica que o esfor¢o de sequenciamento foi
suficiente para capturar a maior parte da diversidade bacteriana presente nas amostras (Figura
5). A estabilizag¢do das curvas indica que o aumento no niumero de leituras ndo resultaria em
acréscimo substancial de novos ASVs, o que evidencia cobertura amostral adequada e confere
confiabilidade as analises subsequentes de composi¢ao e estrutura comunitaria.

Os resultados demonstraram que a diversidade microbiana associada aos diferentes
compartimentos vegetais de M. tenuiflora em ambiente suscetivel a desertificacdo ndo se
distribui de forma homogénea, o que evidencia um padrao cléssico de filtragem ecoldgica ao
longo do gradiente solo—rizosfera—endosfera. A reducdo significativa da diversidade alfa na
endosfera, quando comparada a rizosfera, indica um processo seletivo consistente exercido
pelo hospedeiro vegetal, o que favorece um subconjunto funcionalmente adaptado da
comunidade microbiana disponivel no solo e de outras fontes.

Esse padrio tem sido amplamente descrito como resultado da montagem
hierarquica do microbioma vegetal (Bulgarelli et al., 2013; Hardoim et al., 2015), na qual o
solo atua como reservatorio primario de diversidade, a rizosfera representa uma zona de intensa
interacao solo-raiz com maior disponibilidade de exsudatos, o que favorece maior diversidade
taxonOmica, e a endosfera funciona como um nicho altamente restritivo (Philippot et al., 2013).
Em um estudo envolvendo 30 espécies de angiospermas, Fitzpatrick ef al. (2018) observaram
que a endosfera apresentou menos de um quarto da diversidade detectada na rizosfera, padrao
consistente com selecdo microbiana mediada por caracteristicas fisiologicas e arquitetonicas
da planta hospedeira.

Os resultados obtidos no presente estudo para M. tenuiflora corroboram esse
modelo cldssico de filtragem progressiva, uma vez que a endosfera apresentou
aproximadamente 44% da riqueza observada na rizosfera. A menor diversidade observada na

endosfera nao deve ser interpretada como empobrecimento ecologico, mas como
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especializacao funcional, visto que a colonizagdo endofitica envolve barreiras fisicas,
reconhecimento molecular e interagdes metabolicas especificas, que limitam o estabelecimento
a um subconjunto da comunidade presente na rizosfera (Hardoim et al., 2015;
Vandenkoornhuyse et al., 2015). Esse processo resulta em comunidades menos diversas,
porém potencialmente mais especializadas e funcionalmente integradas ao hospedeiro. Em
areas suscetiveis a desertificacdo, esse padrao ganha ainda mais relevancia visto que esses
ambientes sdo caracterizados por forte limitacdo hidrica, altas temperaturas e solos
frequentemente pobres em matéria organica. Nesses sistemas, a selecdo de microrganismos
capazes de tolerar estresse osmotico, radiagao e limitagdo nutricional tende a ser intensa.
Assim, a redu¢do de riqueza na endosfera pode refletir um duplo filtro: ambiental (imposto
pelo clima e solo) e bioldgico (imposto pela planta).

A analise de diversidade beta refor¢a que as diferengas observadas entre os
compartimentos radiculares ndo se restringem a reducdo de riqueza, mas refletem uma
reorganizacdo estrutural consistente da comunidade bacteriana, corroborando o modelo de
filtragem progressiva descrito por Bulgarelli e al. (2013) e Philippot et al. (2013). A separacao
significativa entre compartimentos indica que a endosfera radicular ndo constitui uma fragao
aleatoria da microbiota rizosférica, mas o resultado de processos seletivos sucessivos. As
amostras de rizosfera se agruparam em um Unico clado, o que sugere maior homogeneidade
estrutural sob influéncia predominante de condi¢des edaficas e ambientais compartilhadas. Em
contraste, as amostras de endosfera radicular formaram trés subgrupos distintos, com amostras
provenientes de plantas do mesmo cendrio ambiental ndo se agrupando exclusivamente entre
si, o que indica que o compartimento endofitico sofre um filtro adicional associado ao
hospedeiro, independentemente das condigdes ambientais locais. O agrupamento observado
para a rizosfera, no entanto, deve ser interpretado com cautela a luz do delineamento amostral:
a endosfera contou com duas amostras por cendrio, permitindo inferéncia entre cenarios,
enquanto a rizosfera foi representada por uma unica amostra por cenario, o que limita
inferéncias sobre variabilidade interna. Desse modo, o agrupamento observado para a rizosfera
pode refletir tanto maior homogeneidade estrutural quanto menor poder de resolucao
decorrente do niimero de amostras.

A colonizagdo da endosfera depende nao apenas da disponibilidade microbiana no
solo, mas da capacidade dos microrganismos de atravessar barreiras fisicas e bioquimicas do
tecido radicular e de estabelecer interacdes compativeis com o metabolismo vegetal. Fatores

associados ao hospedeiro incluindo caracteristicas fenotipicas, exsudagdo radicular e base
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genética atuam como filtros deterministicos que modulam a composi¢ao da comunidade
interna (Hardoim et al., 2015; Bulgarelli et al., 2013; Trivedi et al., 2020). Esses estudos
demonstram que a endosfera representa um subconjunto altamente selecionado da microbiota
do solo, estruturado por compatibilidade funcional e interagao metabdlica com a planta.

A composi¢cdo taxonOmica das comunidades bacterianas associadas as plantas ¢
amplamente descrita como dominada por membros de Pseudomonadota, Actinomycetota e
Bacillota nos diferentes compartimentos vegetais, incluindo a rizosfera e a endosfera. Estudos
em diferentes espécies botanicas e condi¢des edafoclimaticas demonstram que esses filos
representam os principais taxons observados no microbioma vegetal, o que reflete a
combinagdo entre o solo como reservatorio microbiano e os filtros impostos pelo hospedeiro
(Bulgarelli et al., 2013; Mendes et al., 2013; Trivedi et al., 2020).

O padrdo observado neste estudo € consistente com a literatura, uma vez que a rizosfera
apresentou domindncia de Actinomycetota, Pseudomonadota, Bacillota e Acidobacteriota,
acompanhadas por Chloroflexota. Essa configuracdo ¢ semelhante a descrita para o solo de
Irauguba, onde Pereira et al. (2021) relataram predominancia de Actinomycetota,
Chloroflexota ¢ Pseudomonadota nos diferentes cenarios nesse nucleo de desertificacdo. A
manutencao desses grupos na rizosfera sugere que esse compartimento preserva, a assinatura
edafica regional, o que corrobora a ideia de que o solo atua como principal fonte de
recrutamento microbiano.

A endosfera radicular, por sua vez, apresentou alteracdo na hierarquia de dominancia,
com representatividade relativa de Pseudomonadota superior & observada na rizosfera. Esse
rearranjo ¢ compativel com o padrdo amplamente descrito para endosferas vegetais, nas quais
membros de Pseudomonadota tendem a ser enriquecidos, especialmente grupos com
reconhecida capacidade de colonizagdo interna e interagdo metabdlica com o hospedeiro
(Hardoim et al., 2015). Embora compartilhe parte da comunidade com a rizosfera, a endosfera
evidencia reorganizagdo estrutural que sugere filtragem adicional em nivel mais restritivo,
refletida especialmente no enriquecimento do complexo Burkholderia-Caballeronia-
Paraburkholderia, grupo de reconhecida capacidade de colonizacao endofitica e associagdao
simbidtica com leguminosas (Estrada-de los Santos et al., 2018).

A elevada abundancia de Bacillota na rizosfera, predominantemente composta por
géneros esporulantes, sugere adaptagdo a estresses do solo por meio da formagdo de
endosporos, o que confere resisténcia a condigdes adversas como dessecacdo e limitagdo

nutricional (Nicholson et al., 2000; Borriss, 2011). No entanto, essa capacidade de resisténcia
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nao se traduz necessariamente em competéncia para colonizagdo endofitica, uma vez que esses
taxons enfrentam barreiras fisicas e reconhecimento imune pela planta para acessar o interior
radicular. A analise de abundancia diferencial (DESeq2) corroborou esse padrao, ao identificar
10 géneros enriquecidos na rizosfera, predominantemente pertencentes a Actinomycetota e
Bacillota, e apenas Rhizobium como género significativamente enriquecido na endosfera, o que
reforca a especificidade da filtragem hospedeiro-mediada no compartimento interno. A
manuten¢do de Actinomycetota em alta abundancia em todos os compartimentos indica
versatilidade ecoldgica desse filo, capaz de prosperar em condi¢des oligotroficas e
copiotroficas devido a metabolismo diversificado e tolerancia a multiplos estresses (Barka et
al., 2016).

A andlise taxondmica em nivel de género evidenciou reorganizagdo substancial
entre os compartimentos radiculares. A rizosfera foi caracterizada por dominancia e recorréncia
de géneros tipicamente edaficos, como Conexibacter, Crossiella, Bryobacter, Neobacillus e
Niallia, o que reflete condi¢des edaficas especificas de solos degradados da Caatinga. Géneros
como Conexibacter (Actinomycetota) sdo tipicos de solos oligotréficos aridos, com
metabolismo versatil para degradagdo de matéria organica recalcitrante e tolerancia a baixa
disponibilidade hidrica (Diatta et al/., 2020). Sua dominancia na rizosfera pode refletir
adaptagdo ao microambiente edafico local mais do que recrutamento ativo pela planta. O
enriquecimento de grupos esporulantes (Neobacillus, Lysinibacillus, Niallia) na rizosfera, mas
nao na endosfera, sugere que, embora sejam favorecidos pela disponibilidade de exsudatos e
pela capacidade de resistir a estresses do solo via esporulacdo, esses tdxons provavelmente
enfrentam barreiras para colonizagio endofitica.

Em contraste, a endosfera apresentou ntcleo estrutural mais restrito, dominado
pelo complexo Burkholderia—Caballeronia—Paraburkholderia, seguido por Mycobacterium e
Klebsiella. O enriquecimento desse complexo na endosfera radicular € consistente com relatos
prévios de associagdo simbiotica de M. tenuiflora com fixadores de nitrogénio do género
Paraburkholderia (Bontemps et al., 2010; Dias et al., 2021). Bactérias desse complexo, apos
reclassificacdo taxonOmica, abrigam f-rizobios da familia Burkholderiaceae especializados em
nodulacdo de leguminosas tropicais da subfamilia Mimosoideae (Estrada-de los Santos et al.,
2018). Além da fixagdo biologica de nitrogénio, Paraburkholderia apresenta capacidades
adicionais de promog¢ao de crescimento, como solubiliza¢ao de fosfato, produgdo de auxinas,
sintese de ACC-deaminase e biocontrole de fitopatogenos (Compant et al., 2005; Coenye;

Vandamme, 2003), o que pode justificar sua manutencdo em alta abundancia na endosfera
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radicular ndo nodular. O enriquecimento de Rhizobium na endosfera ¢ compativel com sua
reconhecida capacidade de associacdo intima com raizes de leguminosas (Andrews; Andrews,
2017; Yang et al., 2022).

O microbioma core foi definido com base nos géneros simultanecamente mais
frequentes ¢ mais abundantes em cada compartimento. Na endosfera radicular, o core foi
caracterizado pela recorréncia consistente do complexo Burkholderia—Caballeronia—
Paraburkholderia, Bradyrhizobium, Mycobacterium, Acidibacter e Neobacillus. A
estabilidade desses géneros entre as amostras sugere que sua presenca nao ¢ aleatdria, mas
representa associagdo recorrente e seletiva com o ambiente interno radicular, o que sustenta
sua consolidacdo no core endofitico. Na rizosfera, o core incluiu géneros como Conexibacter,
Bryobacter e Crossiella, além de Bacillota esporulantes como Neobacillus ¢ Niallia, cuja
recorréncia entre as amostras reforca a forte influéncia do solo como reservatério microbiano
primario. Os géneros Crossiella e Conexibacter sao descritos como habitantes comuns de solos
oligotroficos (Barka ef al., 2016; Mao et al., 2024), enquanto Bacillota esporulantes apresentam
reconhecida tolerancia a estresses ambientais por meio da formagdo de enddsporos (Nicholson
et al., 2000).

Os resultados da anélise de SourceTracker corroboraram o modelo de montagem
hierdrquica do microbioma radicular, evidenciado pela baixa contribui¢do entre
compartimentos aliada a elevada fragdao de origem ndo atribuida, especialmente na endosfera
(83,5%). Esses achados sustentam o modelo de selecao em dois estagios descrito por Bulgarelli
et al. (2013), no qual ocorre filtragem progressiva do solo para a rizosfera e dela para o interior
radicular. A elevada propor¢ao de origem nao atribuida sugere contribui¢do de multiplas fontes
ambientais, como solo, sementes e atmosfera, na colonizacdo endofitica, o que reflete o
historico de associacdo microbiana da espécie (Trivedi et al., 2020).

A caracterizagdo da diversidade e composi¢do do microbioma associado as raizes
fornece o contexto necessario para avaliar como a inoculagdo de isolados selecionados de M.
tenuiflora influencia diretamente o desenvolvimento das plantulas. A inoculagdo bacteriana
exerceu efeito significativo no crescimento radicular inicial, o que confirma o potencial dos
isolados endofiticos em estimular o desenvolvimento radicular. Esse resultado ¢ consistente
com a literatura que aponta o sistema radicular como o primeiro a responder as interagdes com
microrganismos promotores de crescimento, por meio de mecanismos como producdo de AlA,
sider6foros e ACC-deaminase (Kshetri et al., 2019). O estudo ndo identificou efeitos

significativos nas variaveis foliares durante o periodo experimental de 15 dias, o que pode estar
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relacionado ao estagio inicial de desenvolvimento, em que os cotilédones ainda nao haviam
caido e a parte aérea se encontrava em fase de transi¢do, ou indicar que a inoculag¢ao nio exerce
influéncia direta sobre o crescimento foliar nesse periodo.

Entre os isolados testados, Serratia rubidaea destaca-se por sua versatilidade
funcional, com capacidade de promover o crescimento vegetal e atividade nematicida atribuida
a producao de biossurfactantes e compostos bioativos como serratomolideos especificamente
amino-lipidios ciclicos (depsipeptideos) que reduzem populagdes de nematoides em plantas
hospedeiras (Méndez-Santiago et al., 2021; Kulkova et al., 2024). Citricoccus sp., por sua vez,
descrito como actinobactéria osmotolerante, demonstrou capacidade de promover germinagao
e crescimento de plantas sob condi¢des de estresse osmotico, como observado em cebola
(Selvakumar et al., 2015), o que sugere que o género pode contribuir para a tolerancia das
plantas as condi¢des de limitacao hidrica caracteristicas do semidrido brasileiro. A combinagao
entre Serratia e Citricoccus no consorcio BN22+BES88 resultou em desempenho superior aos
demais tratamentos, o que indica complementaridade funcional entre os isolados e refor¢a que
a selecdo de combinagdes especificas de microrganismos ¢ determinante para o sucesso da
inoculacdo. Esses achados evidenciam o potencial de consércios endofiticos nativos como
bioinoculantes promissores para leguminosas em ambientes semidridos, com perspectivas de
aplicacdo em estratégias de restauragdo ecoldgica da Caatinga e recuperacdo de areas

degradadas por desertificacao.
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9 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que a diversidade microbiana associada a Mimosa
tenuiflora em ambiente suscetivel a desertificagdo nao se distribui de forma homogénea,
refletindo padrio cladssico de filtragem ecoldgica ao longo do gradiente solo-rizosfera-
endosfera. A rizosfera apresentou maior diversidade que a endosfera, porém a endosfera,
embora compartilhe parte da comunidade rizosférica, evidenciou reorganizacao estrutural
sugerindo filtragem adicional mais restritiva. Essa compartimentalizagcdo resultou em parti¢ao
funcional clara: endosfera dominada por Pseudomonadota, enriquecida em fixadores de
nitrogénio (Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia) e bactérias promotoras do
crescimento de plantas multifuncionais (Klebsiella, Mycobacterium), enquanto a rizosfera
apresentou maior abundancia de Actinomycetota oligotréficas (Conexibacter) e Bacillota
esporulantes.

A validagdo experimental demonstrou que o consorcio endofitico formado por
Serratia rubidaea + Citricoccus sp. (T5) promoveu aumento no crescimento radicular de
plantulas, superando inoculagdes individuais e confirmando complementaridade funcional
entre isolados. Os resultados demonstram que M. tenuiflora recruta ativamente endofitos com
multiplas capacidades de tolerancia a estresses abidticos, indicando que bactérias de plantas
pioneiras da Caatinga sdo candidatas promissoras para formulacdo de bioinoculantes visando
acelerar a recuperacdo de areas suscetiveis a desertificagao.

O uso de taxons naturalmente associados a plantas pioneiras da Caatinga em
estratégias de inoculagdo pode acelerar processos de restauracdo ecologica, aumentando
eficiéncia de plantios de recuperacdo e reduzindo custos de manejo.

Estudos futuros envolvendo metagenomica funcional, experimentos de inoculagdo
in situ (campo), e analises comparativas entre os cenarios com diferentes graus de degradacao
permitirdo consolidar o conhecimento gerado e viabilizar aplicacdes biotecnoldgicas concretas.
A integra¢do de abordagens moleculares, microbioldgicas e ecoldgicas serd essencial para
elucidar os mecanismos que sustentam a resiliéncia de M. tenuiflora e traduzir esse
conhecimento em tecnologias aplicaveis a programas de combate a desertificagdao no semiarido

brasileiro.
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