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RESUMO 

O Brasil se destaca como um dos principais produtores agrícolas, tanto no cenário 

nacional quanto global. Conforme projeções de produção de grãos, cereais e 

leguminosas, espera-se que a produção atinja mais de 308 milhões de toneladas 

em 2024. O alho é amplamente utilizado no mundo inteiro, especialmente como 

tempero aromático em diversas receitas. Além de seu uso culinário, o alho tem sido 

empregado na medicina tradicional desde a antiguidade, devido às suas 

propriedades antimicrobianas, antifúngicas, antienvelhecimento e anticancerígenas, 

além de apresentar benefícios no tratamento de diabetes e outras doenças. As 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas são microrganismos que 

favorecem diretamente o desenvolvimento das plantas ao liberar fitormônios em 

suas raízes e vasos condutores, fixar nitrogênio e solubilizar fosfatos, além de 

exercerem efeitos benéficos indiretos, como a inibição de parasitas e patógenos em 

diversas culturas. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a diversidade 

genética e funcional, com base em metagenômica, e realizar a bioprospecção de 

isolados de solo de cultivo de alho com capacidade de promover o crescimento de 

plantas. Os isolados foram submetidos a testes morfológicos e bioquímicos para 

selecionar as bactérias mais promissoras para experimentos em casa de vegetação. 

Os cinco melhores isolados foram inoculados em soja, alho e milho, e os 

parâmetros avaliados após a colheita mostraram resultados dentro dos padrões da 

testemunha positiva. Em seguida, realizou-se a caracterização parcial dos isolados 

com o gene 16S rRNA, identificando-os em dois gêneros distintos. Todos os testes 

in vivo foram realizados no Laboratório de Genética Aplicada, no Departamento de 

Biologia da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil. 

 

Palavras-chave: Agricultura, Biofertilizante, Metagenoma, Rizobactéria 
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ABSTRACT 
Brazil stands out as one of the leading agricultural producers, both nationally and 
globally. According to projections for grain, cereal, and legume production, it is 
expected that the production will reach over 308 million tons by 2024. Garlic is widely 
used around the world, particularly as an aromatic seasoning in various recipes. In 
addition to its culinary use, garlic has been employed in traditional medicine since 
ancient times due to its antimicrobial, antifungal, anti-aging, and anticancer 
properties, as well as its benefits in the treatment of diabetes and other diseases. 
Plant growth-promoting rhizobacteria are microorganisms that directly benefit plants 
by releasing phytohormones into their roots and vascular systems, fixing nitrogen, 
and solubilizing phosphates, in addition to providing secondary beneficial effects 
such as inhibiting parasites and pathogens in various crops. The aim of this study 
was to investigate the genetic and functional diversity based on metagenomics and 
conduct the bioprospecting of isolates from garlic cultivation soil with plant growth-
promoting abilities. The isolates were subjected to morphological and biochemical 
tests to select the most promising bacteria for experiments in a greenhouse. The five 
best isolates were inoculated into soybeans, garlic, and corn, and the parameters 
evaluated after harvest were found to be within the normal range compared to the 
positive control. A partial characterization of the isolates was then carried out using 
the 16S rRNA gene, classifying them into two distinct genera. All in vivo tests were 
conducted at the Applied Genetics Laboratory, Department of Biology, São Paulo 
State University, Jaboticabal Campus, SP, Brazil. 
 
 

Keywords: Agriculture, Biofertilizer, Metagenome, Rhizobacteria 
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1. INTRODUÇÃO  

 O alho é um vegetal aromático consumido mundialmente na 

preparação de pratos. Além disso, ao seu consumo como alimento, o alho possui 

diversas propriedades biológicas relacionadas à saúde, como antidiabético, 

antioxidante, anticancerígeno, antibacteriano, antifúngico e atividades anti-

hipertensivas. Estas propriedades são possíveis através dos seus fitoconstituintes, o 

alho apresenta diversos constituintes químicos, entre eles compostos contendo 

enxofre, como tiossulfinatos, ajoenos, vinilditinas e sulfetos (Batiha et al., 2020).  

O Brasil é uma potência mundial em produção agrícola, dados do IBGE 

(2024) indicam que a produção total de grãos, cereais e leguminosas em 2024 

deverão atingir recordes, com produção estimada em torno 308 milhões de 

toneladas (IBGE, 2024). Mesmo assim, o mercado brasileiro da cultura do alho 

depende o mercado externo, sendo o Brasil considerado o segundo maior 

importador de alho do mundo, perdendo apenas para a Indonésia (FAO, 2021). 

O Brasil lidera a produção mundial de cana-de-açúcar, sendo o Estado de 

São Paulo o principal produtor dentro do país, desempenhando um papel 

significativo na produção nacional. Esta colheita desempenha um papel crucial na 

produção global de açúcar e bioenergia renovável, sendo cultivada em cultivo áreas 

áridas e semiáridas. A cana-de-açúcar representa uma fonte vital de açúcar em 

escala global, contribuindo com aproximadamente 80% da produção mundial (Chen 

et al., 2020; Verma et al., 2022; CONAB, 2022). 

Desde a sua criação, o sistema agrícola passou por grandes transformações, 

abrangendo o envolvimento de produtos químicos, sementes híbridas e 

domesticação de espécies de plantas para cultivo. Recursos naturais como a água e 

o solo estão sob constante pressão, ainda mais o mesmo acontece com a 

população crescente ano após ano. Portanto, é de extrema importância estudar o 

meio ambiente, como a qualidade do solo, a água e a diversidade de organismos, 

para o conhecimento do meio ambiente como um todo e avaliar possíveis impactos, 

como o uso de produtos químicos e insumos biológicos utilizados nas plantações 

que drenam para o meio ambiente (Almaghrabi et al., 2014; Zerrouk et al., 2019; 

Chaudhary et al., 2021). 
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Os métodos de identificação e classificação de microrganismos mudaram 

consideravelmente ao longo dos anos, décadas atrás, só era possível realizar tal 

procedimento por métodos físicos e químicos envolvendo meios de cultura e 

reagentes, mas com o advento de técnicas moleculares e sequênciamento de DNA, 

particularmente para o gene 16s rRNA, um gene considerado um marcador 

molecular padrão para bactérias, todo o cenário mudou, especialmente com o uso 

de sequênciadores atuais, preparados para fornecer detalhes da comunidade 

microbiana de forma detalhada, contribuindo para uma visão ampla e de maior 

precisão sobre a comunidade (Simonin e Richaume, 2015; Chaudhary et al., 2021). 

O conhecimento metagenômico do solo do alho é crucial para melhorar a 

produção da agricultura. A análise metagenômica permite a compreensão da 

diversidade microbiana presente no solo, incluindo microrganismos benéficos, como 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas. Esses microrganismos têm 

funções vitais, como fixação de nitrogênio e solubilização de nutrientes, aumentando 

a disponibilidade de nutrientes para as plantas de alho. Gêneros bacterianos como 

Bacillus e Azospirillum são conhecidos por promover o crescimento do alho, 

melhorando a emergência dos bulbilhos, biomassa vegetal e rendimento. Além 

disso, a identificação de genes e vias metabólicas na microbiota do solo pode 

fornecer informações valiosas para desenvolvimento de uma gestão mais eficaz de 

estratégias, como a seleção de cepas específicas de bactérias promotoras de 

crescimento de plantas para aplicação no cultivo de alho. Assim, o conhecimento 

metagenômico do solo de alho não só otimiza a nutrição das plantas, mas também 

promove um ambiente mais saudável e equilibrado para o crescimento e 

desenvolvimento da cultura (Boeing e Seben, 1995; Pessoa Filho, 2010; Rezende et 

al., 2021; de Souza e da Cruz, 2024). 

Levantamos a hipótese de que diferenças na taxonomia do solo e nas 

funções dos genes promotores de crescimento de plantas em culturas de alho e 

cana-de-açúcar refletem adaptações específicas de comunidades microbianas às 

exigências nutricionais e ambientais de cada planta, as quais poderiam ter um futuro 

aproveitamento biotecnológico. Assim, este estudo teve como objetivo investigar 

isolados do solo de áreas cultivadas com alho, buscando identificar microrganismos 

com potencial para promover o crescimento de plantas, avaliando sua eficácia nas 
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culturas de soja, milho e alho. Além disso, foi realizada a análise metagenômica de 

solos cultivados com cana-de-açúcar e alho, a fim de explorar o potencial 

taxonômico e funcional associado às vias do nitrogênio, fósforo e fitormônios. Os 

dados foram descritos e comparados para uma análise ecológica entre uma região 

de monocultura predominantemente cultivada com cana-de-açúcar e uma área de 

rotação de culturas, cuja última cultura foi o alho, focando na bioprospecção 

taxonômica e funcional de microbiota em solos cultivados com plantas de alho e 

cana-de-açúcar, além do isolamento de promissoras RPCPs. 

2. REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Produção agrícola no Brasil 

 O agronegócio continua sendo uma marca registrada de força de mercado no 

Brasil. A produção de cereais, oleaginosas e leguminosas para a safra nacional 

alcançou em 2024 o total de 295,1 milhões de toneladas, 6,4% menor que a obtida 

em 2023 (315,4 milhões de toneladas), com redução de 20,2 milhões de toneladas; 

e 0,4% abaixo da informada em agosto, com decréscimo de 1,2 milhão de toneladas 

(IBGE, 2024). 

 A área destinada à colheita totaliza 78,7 milhões de hectares, um aumento de 

1,1% em comparação a 2023, com acréscimo de 817,3 mil hectares, e um 

crescimento adicional de 0,1% (101,3 mil hectares) em relação a agosto. Os três 

principais cultivos — arroz, milho e soja — juntos correspondem a 92,1% da 

produção estimada e representam 87,2% da área total a ser colhida. Em 

comparação ao ano anterior, houve aumento de 15,6% na área de algodão 

herbáceo (em caroço), 5,4% na de arroz em casca, 6,6% na de feijão e 3,3% na de 

soja. Em contrapartida, foram registrados declínios de 3,3% na área destinada ao 

milho (com quedas de 9,3% no milho da 1ª safra e de 1,4% na 2ª safra), 11,9% no 

trigo e 2,2% no sorgo. Quanto à produção, houve crescimentos de 14,2% para o 

algodão herbáceo (em caroço), 2,4% para o arroz, 5,5% para o feijão e 9,0% para o 

trigo. Já a soja apresentou redução de 4,9%, enquanto o milho teve queda de 11,0% 

(com diminuições de 17,4% na 1ª safra e 9,3% na 2ª safra) e o sorgo recuou 8,7%. 

(IBGE, 2024). 
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 A estimativa de setembro para a produção de soja foi de 144,5 milhões de 

toneladas. Para o milho, a previsão alcançou 116,7 milhões de toneladas, sendo 

23,0 milhões provenientes da 1ª safra e 93,7 milhões da 2ª safra. A produção de 

arroz foi estimada em 10,5 milhões de toneladas, enquanto o trigo alcançou 8,4 

milhões de toneladas, o algodão herbáceo (em caroço) 8,8 milhões de toneladas e o 

sorgo, 3,9 milhões de toneladas. A produção total de cereais, leguminosas e 

oleaginosas registrou crescimento anual na Região Norte (12,5%), enquanto as 

demais apresentaram redução: Sul (-0,7%), Centro-Oeste (-9,9%), Sudeste (-15,8%) 

e Nordeste (-3,8%). Na comparação mensal, as regiões Norte (0,4%), Nordeste 

(0,3%) e Centro-Oeste (0,4%) tiveram aumento, enquanto o Sudeste (-4,6%) e o Sul 

(-0,9%) registraram queda. Mato Grosso permaneceu como o maior produtor de 

grãos do país, com 31,1% de participação, seguido por Paraná (12,8%), Rio Grande 

do Sul (12,0%), Goiás (10,6%), Mato Grosso do Sul (7,2%) e Minas Gerais (5,6%), 

que juntos somaram 79,3% da produção total. A distribuição por regiões brasileiras 

ficou assim: Centro-Oeste (49,2%), Sul (26,9%), Nordeste (8,8%), Sudeste (8,7%) e 

Norte (6,4%). (IBGE, 2024).  

2.2 Consequências ambientais da monocultura em solo brasileiro 

A monocultura refere-se ao cultivo de apenas uma espécie agrícola em uma 

área ou região específica, sendo comum em grandes propriedades rurais. No Brasil, 

esse modelo se consolidou desde os primórdios da economia agrária, quando 

houve uma priorização de culturas como cana-de-açúcar, café e, mais 

recentemente, soja. Essas plantações em larga escala são predominantemente 

voltadas para o comércio, especialmente para exportação, já que a alta produção de 

uma única cultura ultrapassa as necessidades alimentares da população. No 

entanto, essa prática intensiva gera sérios danos ambientais, como o esgotamento 

dos nutrientes do solo e da poluição por fertilizantes e defensivos químicos, usados 

para compensar a perda de produtividade causada pelo cultivo produtivo de uma 

única espécie e para controlar indiretamente favorecidas pela homogeneidade 

(Zimmermann, 2009). A monocultura em larga escala começou a se popularizar com 

a modernização agrícola no modelo europeu e norte-americano, intensificada após 

a Revolução Industrial. Esse método baseava-se na mecanização dos processos 

agrícolas, sem uso intensivo de fertilizantes sintéticos e sem controle químico de 
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flexibilidade. Antes disso, a monocultura só era viável em condições bastante 

restritas, como em solos naturalmente férteis ou em áreas de exploração recentes, 

onde a gestão não era uma preocupação (Romeiro, 1998; Zimmermann, 2009). 

O cultivo da cana-de-açúcar opera de forma constante e imparável, pois 

consome intensamente os recursos ao seu redor. A cultura expande-se sobre 

extensas áreas de terra, esgota o húmus do solo, elimina pequenos plantios e 

características do capital humano. Apesar de, à primeira vista, oferecer certa 

proteção contra a erosão devido à cobertura vegetal de sua densa folhagem e ao 

fortalecimento da estrutura do solo por suas raízes profundas, o monocultivo destrói 

rapidamente a fertilidade do solo. Esse altera desgaste sua composição, diminuindo 

sua resistência à manipulação causada por forças erosivas (Castro, 1965; 

Zimmermann, 2009). No Nordeste, os efeitos ambientais da cana-de-açúcar 

resultaram na a destruição da vegetação nativa, promovida pelas queimadas para 

preparar o terreno para o plantio. Em seguida, ocorreu um rápido empobrecimento e 

esgotamento do solo, dificultando a reposição do húmus, antes de ser resguardado 

pela reserva da matéria orgânica da floresta. Essa manipulação acelerou processos 

de lavagem excessivos do solo pela água, resultando em erosão irreversível. A 

recuperação dessa fertilidade perdida, arrastada para os cursos d'água e para o 

oceano, está fora do alcance das capacidades humanas, nem mesmo com o uso de 

tecnologias de fertilização que exigem altos custos (Castro, 1965; Zimmermann, 

2009). 

A expansão significativa da agricultura no Cerrado brasileiro está fortemente 

vinculada ao cultivo de monoculturas, que dependem de grandes quantidades de 

agrotóxicos e fertilizantes. Essa prática é compreensível, considerando que os solos 

do bioma Cerrado apresentam baixa fertilidade natural, o que exige o emprego 

intensivo dessas tecnologias para alcançar os elevados níveis de produtividade 

obtidos nas áreas agrícolas dessa região, caracterizadas por terras mais pobres 

(Soares e Porto, 2007; Zimmermann, 2009).  

A rotação de culturas é considerada a prática agrícola mais eficaz para 

preservar a integridade e a complexidade dos ecossistemas naturais. No entanto, 

apesar de seus inúmeros benefícios, a monocultura continua sendo amplamente 

preferida em nível global. Atualmente, seus principais praticantes são os países em 
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desenvolvimento, geralmente mais pobres, situados em regiões tropicais. Nessas 

nações, a monocultura é utilizada principalmente para a produção de commodities 

agrícolas, destinadas quase exclusivamente à exportação para países 

desenvolvidos. Ironicamente, essas nações ricas já degradaram seus solos devido a 

modelos de produção insustentáveis, que, ainda assim, foram adotados e continuam 

sendo empregados pelas economias mais vulneráveis (Zimmermann, 2009). 

Os danos provocados pela monocultura vão além dos aspectos 

agroambientais. Esse modelo de cultivo, mesmo quando aplicado a diferentes 

espécies vegetais com fins econômicos, gera impactos ambientais severos. Um 

exemplo é o monocultivo de eucalipto, liderado por grandes corporações do setor de 

papel e celulose. Essa prática demanda altos níveis de nutrientes do solo e 

consome grandes volumes de água, contribuindo significativamente para o 

esgotamento dos recursos naturais. Além disso, o cultivo intensivo do eucalipto 

representa uma séria ameaça à biodiversidade local, reduzindo a variedade de 

espécies e comprometendo os ecossistemas (Zimmermann, 2009). 

2.3 Alho (Allium sativum) 

 O alho (Allium sativum) é um vegetal herbáceo, pertencente à família 

Alliaceae, de acordo com a sua cultivar pode chegar a uma altura de até 60 

centímetros e possui folhas lanceoladas, cerosas e estreitas. O bulbo é formado 

pelo pseudocaule curto que se origina da bainha das folhas. Um disco comprimido 

como ponto de partida entre as raízes e folhas é o que pode ser chamado de caule 

verdadeiro. O bulbo é dividido em bulbilhos (dentes), estes podem ser de forma 

arqueada ou ovoides, cobertos por folhas de proteção chamadas de brácteas. As 

brácteas podem ter colorações diferentes como branca, marrom, vermelha, roxa ou 

violeta. O bulbo conta ainda com uma proteção extra, onde é envolvido por diversas 

túnicas esbranquiçadas que conseguem ser prontamente destacáveis (Haber et. al., 

2015).  

 O Mercado brasileiro da cultura do alho ainda é dependente do mercado 

estrangeiro. O Brasil é considerado o segundo maior importador de alho do mundo, 

somente no ano de 2019 adquiriu 165.446 toneladas, volume bastante superior à 

sua produção que foi de 131.523 no ano em questão, ficando atrás somente da 

Indonésia (FAO, 2021). No que diz respeito à exportação, a China continua sendo o 
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maior produtor e exportador de alho para o mundo (cerca de 77% de sua produção 

total), seguido da Espanha (8% de sua produção total) (Parejomozuno e Rangel-

Preciado, 2020). No que diz respeito à produção interna, o Brasil produziu 167.102 

Toneladas de alho no ano de 2021, onde o maior produtor foi o Estado de Minas 

Gerais (73.940 Toneladas) em uma área colhida de 4.861 Hectares (IBGE, 2021).  

 O alho é uma hortaliça aromática consumida em todo o mundo em 

preparações de pratos. Além de seu consumo como alimento, o alho possui 

diversas propriedades biológicas relacionadas à saúde, como por exemplo, 

atividades antidiabéticas, antioxidantes, anticarcinogênicas, antibacterianas, 

antifúngicas e anti-hipertensivas. Essas propriedades são possíveis através de seus 

fitoconstituintes, o alho apresenta diversos constituintes químicos, dentre eles 

compostos contendo enxofre como tiosulfinatos, ajoenos, vinilditinas e sulfetos 

(Batiha et al., 2020).  

Na antiguidade, povos já utilizavam o alho como remédio fitoterápico a 

milhares de anos, seu aparecimento é datado próximo de 5000 anos atrás. Existem 

diversas controvérsias sobre sua origem, ela pode ter sido na Europa mediterrânea 

ou no continente Asiático, entretanto, diversos estudos apontam que sua verdadeira 

origem advenha da Ásia e, somente após, foi disseminado pelo Egito por tribos 

asiáticas nômades e posteriormente levado para o extremo oriente por meio de 

comércio com a Índia até chegar a Europa (Haber et al., 2015).  

Um papiro nomeado Codex Ebers escrito em 1500 anos A.C já descrevia as 

propriedades de cura do alho e da cebola (Duque et al., 2018). Apesar de ser 

cultivado em todo o mundo, o alho chegou ao Brasil somente com a colonização do 

país por Portugal, onde alcançou notável importância socioeconômica, tornando-se 

cultivado por pequenos, médios e grandes produtores rurais (Resende, 2018). 

2.4 Desafios para a produção da cultura de alho no Brasil 

 Introduzido no Brasil durante o período da colonização portuguesa, o alho 

tornou-se um produto de relevância socioeconômica, sendo cultivado por 

agricultores de diferentes portes, desde pequenos até grandes produtores. Devido à 

sua alta exigência de mão de obra e ao elevado retorno financeiro obtido em áreas 

reduzidas, o alho se apresenta como uma excelente alternativa de renda para a 
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agricultura familiar. Atualmente, o alho ocupa a sexta posição entre as hortaliças de 

maior valor na produção agrícola nacional. Nos últimos anos, o consumo anual de 

alho no país tem permanecido estável, girando em torno de 300 mil toneladas, o que 

equivale a uma média de 1,5 kg por pessoa ao ano. Vale ressaltar que a preferência 

nacional é pelo consumo do alho in natura, que corresponde a cerca de 95% do 

total consumido no Brasil. Contudo, a produção nacional não atende à demanda 

interna, tornando as importações necessárias (Resende, 2018).   

O alho importado entra no mercado brasileiro com preços altamente 

competitivos. Para evitar práticas de concorrência desleal, o país adota tarifas 

antidumping com base nas diretrizes de proteção comercial da Organização Mundial 

do Comércio (OMC). Embora o Brasil consiga produzir apenas parte do alho 

consumido internamente, a autossuficiência é viável, dado o potencial de expansão 

do cultivo para diversas regiões do território nacional. Além das tradicionais regiões 

produtoras localizadas no Sul, Sudeste e Centro-Oeste, áreas de microclimas 

específicos em altitudes do Nordeste e até do Norte do país têm condições de 

viabilizar o cultivo comercial. No entanto, devido às particularidades edafoclimáticas 

dessas regiões, são necessários estudos específicos para aprimorar a eficiência 

produtiva e garantir sustentabilidade. Nessa perspectiva, pesquisas que envolvam a 

adaptação de variedades, nutrição mineral, manejo da irrigação, processos de 

vernalização, qualidade das sementes de alho e técnicas de conservação pós-

colheita são imprescindíveis (Resende, 2018).   

A cadeia produtiva do alho no Brasil enfrenta um desafio significativo: a 

dificuldade de acesso às inovações tecnológicas geradas pelas instituições de 

pesquisa. Muitas informações técnicas não chegam a todas as categorias de 

agricultores, especialmente aos pequenos produtores, que, por décadas, têm 

dedicado seus esforços ao cultivo de alho. Em diversas regiões tradicionais, esses 

agricultores reduziram ou até cessaram suas atividades, devido ao atraso 

tecnológico, à perda de qualidade das sementes de alho e ao aumento das 

importações. Essa situação afeta principalmente os pequenos produtores, que 

dependem mais diretamente da assistência técnica e das inovações para melhorar 

sua competitividade. Assim, torna-se essencial estruturar um modelo de difusão 

tecnológica que seja inclusivo, permitindo que esses agricultores recuperem sua 
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capacidade de competir no mercado e que as regiões tradicionais retomem seu 

papel na produção nacional, ajudando o Brasil a alcançar a autossuficiência 

(Resende, 2018). 

Apesar disso, apenas ampliar as áreas de cultivo, melhorar a produtividade e 

garantir a qualidade do alho nacional não bastam para reduzir as importações. Ao 

longo dos anos, os produtores brasileiros têm se esforçado para aumentar a 

produção local e reduzir a presença do alho estrangeiro no mercado interno, mas 

frequentemente enfrentam prejuízos devido à entrada descontrolada de produtos 

importados. Há uma demanda contínua por políticas governamentais que limitem as 

importações durante os períodos de pico da comercialização do alho nacional. 

Contudo, decisões governamentais equivocadas, que desconsideram os níveis de 

produção interna, muitas vezes permitem a entrada excessiva do alho importado, 

agravando os problemas enfrentados pelos produtores nacionais (Resende, 2018).   

 2.5 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas e a fixação biológica 

de nitrogênio  

A aplicação de RPCPs surgem como uma forma de alinhar o alto rendimento 

de produção com mecanismos sustentáveis em contraponto à agricultura 

convencional, que visa o crescimento de produção através do aumento de utilização 

de produtos agroquímicos que contribuem para contaminação da água e terra (Della 

et al., 2022).  

A caracterização de bactérias é um recurso indispensável, pois é 

extremamente importante para a identificação de microrganismos e, 

consequentemente, poder distinguir se a bactéria é patogênica ou não (Sentausa e 

Fournier, 2013). A caracterização é possível através da comparação de homologia 

do gene 16S rRNA com sequências existentes em ferramentas de comparação 

como o BLAST e Seqmatch (Rajendhran e Gunasekaran, 2011). Atualmente, 

diversos gêneros já foram caracterizados e listados possuindo microrganismos que 

promovem o crescimento de plantas, como, por exemplo, podemos citar dentre os 

principais: Bradyrhizobium, Bacillus, Pseudomonas e Azospirillum (Avontuur et al., 

2020; Vyas e Kaur, 2021; de Souza e da Cruz, 2024).  
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O nitrogênio, também chamado de azoto, é um elemento de suma 

importância para o planeta e toda a vida que nele o habita. É considerado um 

elemento não metálico, correspondente a cerca de 78% da atmosfera em volume. É 

constituído pelo número atômico 7 e número de massa 14,01. É um gás inodoro, 

insípido, incolor e inerte. Esse é um elemento indispensável em vários processos 

compatíveis com a vida, dentre eles, um importante e bastante estudado na 

agricultura é sua fixação em plantas através de associações com microrganismos 

(Peixoto, 1997). 

 O seu processo de fixação se dá através da conversão de nitrogênio 

atmosférico em amônia, um formato que é rapidamente usufruído pelos vegetais. 

Algumas espécies de plantas possuem a capacidade de suprimento de uma ou 

várias de suas deficiências de nitrogênio através deste meio e justamente por isso, 

lhes é conferida algumas vantagens competitivas que são substancialmente 

grandes em comparação com as que não possuem essa capacidade. Os 

microrganismos com a capacidade de fixação de nitrogênio em plantas formam 

relações simbióticas íntimas em relação ao seu hospedeiro. As bactérias, por vez, 

se alojam dentro dos nódulos, um órgão especializado que é formado na raiz. 

Sendo assim, uma relação de simbiose mutualística é formada onde, simbionte e 

hospedeiro parecem funcionar essencialmente como apenas um organismo (Dong e 

Song, 2020; Soltis et al., 1995; Vessey, 2003; Vessey et al., 2004). 

O mecanismo de interação entre microrganismos do solo com plantas segue 

um roteiro, onde: o microrganismo recebe carbono e energia através da planta e, 

em troca, converte nitrogênio da atmosfera em amônia. Para a realização desse 

mecanismo, o nódulo da raiz evoluiu para facilitar a fixação do nitrogênio pelo 

simbionte e a assimilação de amônia pela planta (Dong e Song, 2020; Soltis et al., 

1995; Vessey, 2003; Vessey et al., 2004). 

Por consequências da ampliação de produção de leguminosas em todo o 

mundo, o aumento da fixação de nitrogênio foi radicalmente expandido, visto que as 

leguminosas formam associações com bactérias fixadoras de nitrogênio. Acredita-se 

que a fixação de nitrogênio tenha crescido cerca de 2 vezes mais, devido à fixação 

exacerbada no solo induzido pelo cultivo no final do século XX. Fatores ambientais 

não intencionais também foram descritos devido ao aumento da fixação biológica de 
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nitrogênio, como exemplo disso, temos as perdas substanciais de nitrogênio 

causadas por ineficiências ao longo de toda a cadeia de produção-consumo de 

alimentos (Erisman et al., 2013; Galloway et al., 2004; Gruber e Galloway, 2008; 

Howarth, Cowling, e Cosby, 2003; Reis et al., 2020; Tg, 1999). 

O excesso de nitrogênio nos solos causa diversos prejuízos, ele pode 

percorrer pelos sistemas terrestres e aquáticos, resultando em diversas 

consequências à saúde humana e ao meio ambiente, tais como eutrofização, perda 

de biodiversidade, redução de água potável e queda substancial da qualidade do ar. 

Essas mudanças podem afetar diretamente os padrões de fixação de nitrogênio em 

todo o mundo. A América Latina dispõe de uma grande diversidade de espécies de 

leguminosas, principalmente em florestas tropicais e savanas e, justamente por isso, 

acredita-se ela tenha uma das maiores taxas de fixação biológica de nitrogênio em 

ecossistemas terrestres na Terra (Erisman et al., 2013; Galloway et al., 2004; 

Gruber e Galloway, 2008; Howarth et al., 2003; Reis et al., 2020; Tg, 1999). 

Em consequência deste fato, a América Latina se torna notável no que diz 

respeito às alterações de fixação biológica de nitrogênio e do ciclo global do 

elemento em todo o mundo, pois detém em toda extensão de seu espaço de cultivo, 

culturas como a cana-de-açúcar e a soja, detentoras de alto potencial de fixação de 

nitrogênio (Janssen e Rutz, 2011; Reis et al., 2020; Vaclav, 1988). 

As bactérias do gênero Bradyrhizobium estão englobadas na família 

Bradyrhizobiaceae, ordem Rhizobium, Classe Alphaproteobacteria, cuja a família 

apresenta atualmente, cerca de 12 gêneros. Análises filogenéticas corroboraram 

para que fossem mostrados resultados de que essa família está amplamente 

associada a microrganismos que colonizam ambientes diferentes, tais como 

animais, plantas e solo. São bactérias que apresentam pleomorfismo, 

apresentando-se predominantemente no formato de bastonete. São diversas as 

propriedades ecológicas, fenotípicas e metabólicas que estão associadas a cada 

gênero, dentre esses, a fixação de nitrogênio realizada por Bradyrhizobium spp. se 

torna importante devido a sua aplicação direta na agricultura (Souza et al., 2014).  

O gênero possui essa nomenclatura pelo fato de que, em sua composição, 

estão bactérias que possuem o crescimento lento em comparação com outras 

bactérias de sua família. Estas bactérias possuem a capacidade de formarem 



12 
 

nódulos e fixar nitrogênio atmosférico em plantas leguminosas. O status taxonômico 

do gênero Bradyrhizobium, assim como ocorre em outras espécies, é volátil devido 

às constantes modificações conforme vão surgindo novas técnicas e evidências 

experimentais. Devido a estes acontecimentos, diversos microrganismos 

anteriormente descritos em outros gêneros, passaram a pertencer a este gênero de 

bactérias. Isto é possível devido a estudos, por exemplo, relacionados a consultas 

de similaridade com o gene 16s rRNA presente em microrganismos do domínio das 

Bactérias (Avontuur et al., 2020). 

Estes microrganismos estão relacionados à fixação de nitrogênio em diversas 

espécies de leguminosas. Isso é possível porque nos cromossomos dessas 

bactérias existem ilhas de simbiose que portam os genes nod e nif que são 

responsáveis pela nodulação e fixação de nitrogênio. Algumas cepas também são 

capazes de fixar nitrogênio como endófitos em diversos vegetais, até mesmo 

plantas não leguminosas como, por exemplo, arroz e milho (Ormeño-orrillo e 

Martínez-romero, 2019).  

Algumas bactérias do gênero Bacillus são conhecidas pelo seu potencial de 

ação inseticida contra uma grande diversidade de insetos-praga que assolam várias 

culturas, mas, o uso desses microrganismos não se restringe somente ao qual são 

conhecidos. Uma entre as mais conhecidas espécies do gênero é Bacillus 

thuringiensis (Bt), uma bactéria gram-positiva formadoras de esporos. Além da 

notável ação de B. thuringiensis como bioinseticida, diversos estudos comprovaram 

sua capacidade de controle de fungos fitopatogênicos (Azizoglu, 2019). São poucos 

os estudos com Bt relacionados à capacidade como bioestimulador, porém, já foi 

relatado que Bt pode colonizar os tecidos de diversas culturas como soja, arroz, 

repolho e algodão como microrganismo endófito (Praça et al., 2012; Argôlo-Filho; 

Loguercio, 2013; Qi et al., 2016; Azizoglu, 2019).  

Entretanto, apesar de Bt não ser tão estudado como biofertilizante, outra 

espécie do gênero faz a vez, Bacillus subtilis. B. subtilis é uma entre as bactérias 

mais estudadas quando o assunto é microrganismo com potencial de promoção de 

crescimento de plantas. A aptidão de formar esporos resistentes e seus diversos 

benefícios às plantas, a torna uma excelente candidata para utilização na 

agricultura. Os benefícios são promovidos de forma direta e indireta como melhoria 
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na disponibilidade de nutrientes, alteração na homeostase de hormônio de 

crescimento vegetal, biocontrole, redução de estresse abiótico e proteção de plantas 

por antibiose (Blake et al., 2021).  

Pseudomonas fluorescens são um conjunto de bactérias que impactam no 

crescimento de plantas, melhora o estado nutricional do solo e nutrição das plantas. 

Prevalecem tanto no solo como nos tecidos vegetais, sendo considerada uma 

bactéria endofítica (Gulati et al., 2009; Vyas e Kaur, 2021). A produção de 

sideróforos, atividade de ACC desanimase e solubilização de fosfato inorgânico, são 

algumas das capacidades de produção de metabótitos que podem exibir (Lally et al., 

2017; Vyas e Kaur, 2021). Existem cerca de 586 espécies e 23 subespécies de 

bactérias no gênero Pseudomonas, porém, o número de trabalhos na literatura 

relacionados a triagem de estirpes tolerantes a estresse para o avanço na produção 

de inoculantes ainda é pequeno (LPSN, 2023; Sharan et al., 2008; Vyas et al., 2010; 

Vyas e Kaur, 2019; Vyas e Kaur, 2021).  

Na literatura estão presentes diversos trabalhos que comprovam a eficiência 

de P. fluorescens como um agente promotor de crescimento de plantas. Em 

Brassica napus, P. fluorescens endofítico promoveu expressivo aumento de 

biomassa vegetal comparado com as testemunhas não inoculadas (Lally et al., 

2017). Também foi relatado por Vyas e Kaur (2021), aumento considerável no 

crescimento de plantas de milho e ervilha, quando inoculadas com P. fluorescens 

Z1B4 em relação ao controle não inoculado. Sendo assim, RPCPs mesmo que 

endofíticas, auxiliam no crescimento vegetal e biocontrole de patógenos através de 

relação mutualística com o hospedeiro (Oteino et al., 2015; Lally et al., 2017; Egan e 

Kakouli-Duarte, 2022). 

Outro notável promotor de crescimento de plantas é o Azospirillum, este 

microrganismo viabiliza muitos benefícios diretos e indiretos em vegetais quando 

aplicado, e sua ação se estende sobre uma ampla gama de culturas. Essas 

bactérias são gram-negativas, vibróides e aeróbicas. Atualmente existem 33 

espécies descritas, mas, mesmo assim, as espécies Azospirillum brasiliensis e 

Azospirillum lipoferum continuam sendo duas das mais estudadas. As duas 

espécies em questão podem ser encontradas em diferentes lugares como 

forrageiras, cereais e poáceas (Hartman e Baldani, 2006; Zambrano et al., 2007; 
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Reis, Pedraza e Teixeira, 2010; LPSN, 2023). Geralmente são encontradas como 

endofíticas em plantas, todavia, existem trabalhos que mostram sua ocorrência em 

ambientes com condições máximas de concentração de sais ou temperatura (Nosko 

et al.,1994; Young et al., 2008; Reis, Pedraza e Teixeira, 2010).  

Elias et. al. (2018) constataram em ensaio de plantas de morangueiro com 

inoculação de A. brasiliensis REC3, efeito significativo de promoção de crescimento 

em comparação com o controle. Da mesma forma, Zaheer et al. (2022) observaram 

significante crescimento de plantas de trigo (Triticum aestivum L.) quando 

inoculadas com A. brasilensis RA-17, devido à capacidade da cepa de sintetização 

de zeatina, hormônio vegetal do grupo das citocininas, em relação ao controle A. 

brasilensis RA-18 não produtora. Em suma, inóculos comerciais a base de 

Azospirillum continuam sendo fabricados e utilizados em milhares de hectares, 

sobretudo na América Latina (Fuentes-Ramirez e Caballero-Mellado, 2005; Cássan 

e Garcia de Salamone, 2008; Hungria et al., 2010; Helman et al., 2011; Fibach-

Paudi, Burdman e Okon, 2012). 

 2.6 A bioinformática aplicada na Agricultura 

Watson e Crick (1953) descobriram através de suas pesquisas, que o DNA 

consistia de uma dupla fita em formato de hélice. Após este acontecimento, foi 

descoberto mais tarde o curso de todas as informações biológicas contidas em um 

organismo, nascendo então, o ramo da biologia molecular. Porém, devido aos 

avanços tecnológicos que eram dados a curtos passos na época, não se era 

possível ainda, a análise a nível molecular de um código genético (Rocha, 2011; 

Watson, 2004).  

 Atualmente, são diversas as ferramentas e técnicas existentes para o uso da 

bioinformática, onde, grande parte, se concentra em sequênciamentos, arranjos, 

integridade e análise de genomas. A bioinformática surgiu na década de 80, onde 

foram construídos os primeiros equipamentos que permitiam a leitura ou até mesmo 

sequênciar um gene. Juntamente com o aparecimento desses equipamentos, houve 

a necessidade de acompanhamento da evolução da bioinformática, pois, se via 

cada vez mais a necessidade de equipamentos de última geração com maior 

capacidade de armazenamento de dados e também como processa-los mais rápido 

gradativamente (Rocha, 2011; Setubal, 2003).  



15 
 

 Mesmo com o atual avanço da tecnologia, os pesquisadores necessitam cada 

vez mais de novas ferramentas que solucionem problemas específicos. Isso envolve 

então, a elaboração e o uso de ferramentas que consigam expandir e favorecer o 

uso de dados biológicos que possam armazenar, organizar, analisar e visualizar 

esses dados. Através da bioinformática, possuímos uma gama de possibilidades no 

que diz respeito, por exemplo, ao DNA e suas implicações, como por exemplo: 

extração de informações de DNA e também de proteínas de um determinado 

organismo ou microrganismo, por meio do sequênciamento automático de 

nucleotídeos e aminoácidos. Portanto, é indispensável o uso e criação de novas 

ferramentas e equipamentos neste âmbito, pois se tornam indispensáveis para 

leituras e análises no que diz respeito a biologia molecular de organismos ou 

microrganismos existentes (Benson, 2011; Id et al., 2019; Rocha, 2011).  

Desde sua criação, o sistema agrícola vem passando grandes 

transformações, nessas mudanças estão englobados o envolvimento de produtos 

químicos, sementes hibridas e domesticação de espécies de plantas para cultivo. 

Os recursos naturais como água e solo sofrem constante tensão, ainda mais com o 

crescente número da população ano após ano. Sendo assim, é de suma 

importância estudar o ambiente, tal como a qualidade de solo, água e diversidade 

de organismos e microrganismos, para o conhecimento do ambiente como um todo 

e também, avaliar possíveis impactos, tais como a utilização de insumos químicos e 

biológicos utilizados em plantações que escoam para o ambiente (Almaghrabi et al., 

2014; Zerrouk et al., 2019; Chaudhary et al., 2021). 

 Diversas bactérias são utilizadas como biofertilizantes para atuar diretamente 

no crescimento de plantas, a elas, damos o nome de rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas, que atuam fortemente na liberação de fitohormonios que 

beneficiam diretamente e indiretamente o vegetal (Glick, 2012). A rizosfera dispõe 

da maior diversidade microbiana e, por isso, afeta intimamente a relação entre solo 

e planta. A população rizosférica pode influenciar diretamente a absorção de 

nutrientes dependendo de sua condição, pois, muitos microrganismos secretam 

uma diversidade de enzimas extracelulares benéficas ao vegetal, enzimas essas 

que possuem papel fundamental na identificação de grau de fertilidade do solo 

(Feng et al., 2013; Chaudhary et al., 2021). 
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 Os métodos de identificação e classificação têm mudado bastante com o 

passar dos anos, há décadas atrás, era possível somente realizar tal procedimento 

por métodos físicos e químicos que envolviam meios de cultura e reagentes, porém, 

com o advento de técnicas moleculares e sequênciamento de DNA, em particular ao 

gene 16s rRNA, um gene considerado um marcador molecular padrão para 

bactérias, todo o cenário mudou, principalmente com a utilização do sequênciador 

atual  Illumina, preparado para o fornecimento de detalhes de comunidade 

microbiana de maneira detalhada, contribuindo com uma visualização ampla de 

maior precisão sobre a comunidade microbiana (Simonin e Richaume, 2015; 

Chaudhary et al., 2021).  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral: 

Este trabalho teve como objetivo realizar a prospecção de isolados do solo de 

cultivo de alho com capacidades conferidas àqueles microrganismos que promovem 

o crescimento de plantas, testando-os nas culturas da soja, milho e alho. 

Adicionalmente, a realização do metagenoma dos solos cultivados com cana-de-

açúcar e alho para levantar o potencial taxonômico e funcional relacionado às vias 

do nitrogênio, fosfóro e fitormônios, descrevendo-os e comparando-os para análise 

ecológica de uma região de monocultura abastecida somente com cana-de-açúcar e 

de uma região de rotação de culturas, sendo a última plantada, alho. 

3.2 Objetivos específicos: 

 Fazer análise físico-quimica das amostras do solo; 

 Construir o metagenoma do solo de cana-de-açúcar e alho afim de identificar 

genes funcionais com características que envolvam a promoção do 

crescimento de plantas e compara-los ecologicamente; 

 Montar uma coleção de isolados do solo proveniente de cultivo de alho para 

estoque e utilização nos demais experimentos; 

 Caracterizar morfologicamente os isolados quanto as suas atividades 

morfológicas; 

 Caracterizar bioquimicamente os isolados quanto as suas propriedades de 

solubilização de fosfato e produção de ácido-indolacético; 

 Montar experimento em casa de vegetação com soja, milho e alho com os 

isolados mais promissores nos testes bioquímicos; 

 Avaliar o crescimento da raiz, parte aérea, e massa seca e úmida das plantas 

de soja, milho e alho através de análise estatística;  

 Caracterizar molecularmente através do gene 16s rRNA os isolados 

utilizados no plantio. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Origem e obtenção das amostras de solo para análise metagenômica  

 O trabalho foi realizado utilizando amostras de solo de cana-de-açúcar 

coletadas de uma região agrícola da cidade de Bebedouro no Estado de São Paulo 

– Brasil em quatro pontos distintos, sendo nomeados e coordenados como A377 

(20º53‘8‖5/48º29‘39‘‘0), A378 (20º53‘8‖5/48º29‘38‘‘0), A379 (20º53‘8‖5/48º29‘39‘‘0) e 

A380 (20º53‘8‖5/48º29‘39‘‘0). Da mesma forma, as amostras de alho provenientes 

de uma região agrícola da cidade de Pitangueiras no Estado de São Paulo – Brasil, 

também em quatro pontos distintos, sendo continuamente nomeados e coordenados 

como A381 (20º59‘39‖5/48º14‘10‘‘0), A382 (20º59‘39‖5/48º14‘11‘‘0), A383 

(20º59‘37‖5/48º14‘10‘‘0) e A384 (20º59‘36‖5/48º14‘11‘‘0). As amostras foram 

coletadas de solo agricultável em uma profundidade de 0-20 cm.  

4.2 Análise físico-química do solo  

 Foram feitas análises físico-químicas do solo de cultivo de cana-de-açúcar e 

alho afim de saber as propriedades das amostras de solo coletadas no solo 

agricultável na região de Bebedouro e Pitangueiras (SP), respectivamente. As 

análises físicas foram feitas através do Manual de Métodos de Análise de Solo 

(Donagema et al., 2011). As análises químicas de micronutrientes e macronutrientes 

foram feitas através dos métodos de Turbidimetria, Espectofotometria, 

Potenciometria e Expectometria de Absorção Atômica (Raij et al., 2001).  

 

4.3 Extração e sequênciamento de DNA total das amostras de solo 

 O DNA total das amostras de solo foi extraído através do Kit PowerLyzer® 

PowerSoil® DNA Isolation, seguindo todas as recomendações de protocolo do 

fabricante. Após a extração, foi feita a leitura das amostras em Nanodrop 1000 

Spectrophotometer (ThermoScientific – Uniscience) e também a visualização da 

qualidade das amostras em gel de agarose a 1%. As amostras de DNA de solo 

foram encaminhadas cuidadosamente ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura, 

da Universidade de São Paulo, situado na Cidade de Piracicaba, Estado de São 

Paulo – Brasil, para sequênciamento no Laboratório de Biologia Celular e Molecular. 

4.4 Pré-processamento dos dados genômicos e Afiliação taxonômica 
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Os dados brutos do sequênciamento foram avaliados com relação a sua 

qualidade utilizando a ferramenta FastQC v.0.11.9. Sequências de leitura foram 

consideradas como de alta qualidade visto que todas apresentaram phred 

superiores a 20.  A afiliação taxonômica das amostras foi realizada em modo 

paired utilizando o software Kraken2 com a database PlusPF 1/12/2024 (Gênomas 

de referência de Bactérias, Fungos e Protozoários do RefSeq - NCBI) 

(https://benlangmead.github.io/aws-indexes/k2) (Wood et al., 2019). O 

processamento e criação dos gráficos dos resultados de afiliação taxonômica foram 

feitos no pacote Microeco do R (Liu et al., 2021). A riqueza foi obtida pela contagem 

de gêneros enquanto a diversidade foi obtida utilizando o índice de Shannon. A 

significância da riqueza e diversidade foi calculada pelo teste de ANOVA com post-

hoc Tukey e considerada como significativa quando o p-valor foi menor que 5%. ra a 

beta diversidade, utilizou-se a distância de bray-curtis com teste estatístico por 

PERMANOVA, considerando o resultado significativo quando p < 0.05. Ainda para a 

taxonomia, foi obtido um Heatmap com os táxons diferenciais, e plotados com o 

pacote pHeatmap do R, com normalização por z-score (Kolde e Kolde, 2015). Os 

táxons mais diferentemente significativos em cada tratamento foram plotados em 

um gráfico de barras utilizando LefSe como teste estatístico para a diferença entre 

os tratamentos. Redes de co-ocorrência, também conhecidas como networks, em 

cada tratamento foram obtidas pelo script em python obtido em 

https://github.com/bio-developer/sparcc (Friedman et al., 2012). Um pré filtragem por 

abundância foi obtida na matriz de taxonomia. Nesta etapa, optou-se por manter os 

táxons cuja soma representa 90% do total de sequências do metagenoma. Após a 

criação da network, o gráfico foi gerado no programa Gephi (Bastian et al., 2009).  

4.5 Análise de anotação funcional 

 A anotação funcional das sequências metagenômicas foi realizada utilizando 

os softwares DiTing e Superfocus (Xue et al., 2021; Silva et al., 2016). A ferramenta 

DiTing utiliza a database do KEGG ortology (Mao et al., 2005) utilizando o método 

de assembly com montagem de-novo com o software Megahit (Li et al., 2015), e 

anotação dos genes funcionais com a ferramenta KOfam Koala (Aramaki et al., 

2019). O software Superfocus realiza a anotação com o software DIAMOND 

(Buchfink et al., 2015) através do banco de dados SEED subsystems (Overbeek et 

https://benlangmead.github.io/aws-indexes/k2
https://github.com/bio-developer/sparcc
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al., 2014). O perfil funcional foi obtido automaticamente pelo SEED enquanto 

funções específicas foram previamente selecionadas na literatura de acordo com o 

interesse deste estudo. Para a composição taxonômica das funções específicas 

utilizou-se as proteínas anotadas pelo DiTing. Os arquivos de proteína foram 

transformados em arquivos de nucleotídeos pelo programa EMBOSS backtranseq 

(Rice et al., 200) e taxonomicamente anotados pelo programa Kaiju (Menzel et al., 

2016). Após a taxonomia ser anotada para cada função, foram gerados gráficos de 

abundância relativa no software R utilizando a ferramenta ggplot2 (Wickham et al., 

2016). 

4.6 Recuperação de genomas do metagenoma  

Embora o perfil funcional tenha sido previamente avaliado, utilizou-se o 

método de clusterização de sequências para obtenção de genomas provenientes do 

metagenoma (MAGs). Os MAGs fornecem informações mais detalhadas e acuradas 

para anotações funcionais e taxonômicas. Para isso, foi utilizada a pipeline 

COMEBin para o binning (clusterização) dos contigs (Wang et al., 2024). 

Primeiramente, os contigs foram previamente gerados utilizando a co-montagem 

(junção de amostras de mesmo tratamento) com todas as leituras usando megahit. 

Em seguida, o mapeamento de contigs em relação às leituras iniciais foram 

realizadas para obter arquivos de cobertura em BAM, usando os scripts 

gen_cov_file.sh fornecidos pelo COMEBin. Para esta etapa, o alinhamento dos 

contigs contra as leituras foi realizado por bwa v.07.17 (Li et al., 2009a) e samtools 

v.1.17 (Li et al., 2009b). Após o cálculo da cobertura, foram então utilizados os 

contigs de co-montagem para obter os contigs de binning com a ferramenta 

COMEBin. Uma desreplicação de genomas foi realizada usando o software dRep 

v.3.4.2 (Olm et al., 2017). A qualidade dos genomas obtidos foi verificada usando 

CheckM v.1.1.2 (Parks et al., 2015) e Quast v.5.2.0 (Gurevich et al., 2013). 

Genomas foram considerados de boa qualidade quando a completude foi superior a 

70% e a redundância inferior a 5%. Os genomas foram então remapeados para 

obter sua cobertura e profundidade em relação às leituras brutas usando bwa e 

samtools. A atribuição taxonômica dos genomas obtidos foi realizada com o 

software GTDBtk v.2.3.2 e com a versão do banco de dados r214 (Chaumeil et al., 

2020). As anotações funcionais dos genes foram realizadas com Prokka v.1.14.6 
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(Seemann, 2014) e as características ecológicas foram atribuídas usando microTrait 

(Karaoz, Brodie, 2022). Uma árvore filogenética de máxima verossimilhança foi 

construída para avaliar as relações evolutivas entre os compartimentos recuperados 

usando GToTree v.1.8.4 (Lee, 2019). 

4.7 Origem, obtenção e construção de coleção de isolados bacterianos 

 O trabalho foi realizado utilizando bactérias que foram isoladas do solo 

proveniente de uma região agrícola da cidade de Bebedouro (SP), com cultivo de 

alho (Allium sativum). As amostras foram coletadas de solo agricultável em uma 

profundidade de 0-20 cm. Os isolados bacterianos foram obtidos após 

homogeneização e diluição seriada de 1 g de amostras de solo em solução salina 

[NaCl 0.1% (p/v)], sendo cada tudo de 10 ml, agitados em agitador de tubo digital 

por 1 minuto. A diluição foi feita de modo que obtivemos as concentrações 105 e 106 

para cada meio utilizado para o isolamento das bactérias. O isolamento ocorreu 

através de 5 meios de cultura diferentes para a construção da biblioteca de isolados 

bacterianos, a saber: Caldo Triptona de Soja (TSB) [composto por (g/L): 

NH2RCOOH (17,0), NaCl (5,0), Digestivo Papaico de Soja (3,0), C6H12O6.H2O 

(2,5), K2HPO4 (2,5)], Ágar (15), pH (7,0)]; Bunt e Rovira (1955) ausente de extrato 

de solo [composto por (g/L): C6H12O6 (5,0), K2HPO4 (0,4), (NH4)2HPO4 (0,5), 

MgSO4.7H2O (0,1023), MGCL2.6H2O (0,2133), FeCl3.6H2O (0,0170), CaCl2.2H2O 

(0,1325), Peptona (1,0), Extrato de levedura (1,0), Ágar (15,0), pH (7,4)];  Kuster e 

Willians (1997) [composto por (g/L): Amido (10,0), Caseína (0,3), KNO3 (2,0), NaCl 

(2,0), K2PO4 (2,0), MgSO4.7H2O (0,05), CaCO3 (0,02), FeSO4.7H2O (0,01), Ágar 

(15), pH (7,2)]; TY [composto por (g/L): Triptona (6,0), Extrato de Levedura (3,0), 

Ágar (12,0)]; Ágar Nutriente [composto por (g/L): Peptona de carne (5,0), Extrato de 

Carne (1,5), Extrato de Levedura (1,5), NaCl (5,0), Ágar (15,0), pH (7,4)]. Foi 

colocado a fim de evitar contaminação, o antifúngico Ciclohexamida (1µl/ml) em 

todos os 5 meios sólidos a serem preparados. As colônias de cada meio de cultivo 

sólido foram coletadas através de palitos de madeira previamente esterilizados e, 

então, inoculadas em meio de cultivo Caldo Triptona de Soja - TSB [composto por 

(g/L): Caseína (17,0), NaCl (5,0), Peptona (3,0), HK2O4P (2,5), C6H12O6.H2O 

(2,5), pH (7,0)],  líquido em tubos de 15 ml por 48h a 27º C, 120 rpm para 
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crescimento e, assim, foram colocadas em tubos criogênicos de 2 ml na presença 

de glicerol [40% (v/v)], estes foram nomeados e estocados em ultrafreezer a - 80 ºC.  

 

4.8 Caracterização morfológica bacteriana 

Os isolados previamente estocados em ultrafreezer – 80ºC foram 

caracterizados de acordo com a sua morfologia nos seguintes parâmetros: 

coloração de GRAM, cor da colônia, Borda, elevação e forma. Todos os parâmetros 

citados, exceto a coloração de Gram, foram possíveis de serem analisados através 

do cultivo dos isolados em placa sólida de meio de cultivo Caldo Triptona de Soja - 

TSB [composto por (g/L): Caseína (17,0), NaCl (5,0), Peptona (3,0), HK2O4P (2,5), 

C6H12O6.H2O (2,5), pH (7,0)]. A coloração feita foi a de Gram modificada por 

Hucker (1921), pois é amplamente utilizada e confere melhor diferenciação entre 

microrganismos. Neste método, os esfregaços foram preparados e secos em lâmina 

de microscopia limpa com movimentos de vai e vem alternados. Após, os 

esfregaços foram fixados com a utilização de fogo proveniente do bico de Bunsen. 

O material foi coberto com o corante cristal violeta, onde foi deixado por 10 minutos 

em repouso para impregnação do corante no esfregaço, o excedente do corante foi 

retirado e os esfregados foram cobertos com uma solução de lugol, onde foi deixado 

agir por mais 5 minutos. Após, o excesso de lugol foi retirado dos esfregaços com a 

ajuda de água corrente, onde também foi aplicado uma solução alcóolica 

descorante. O material foi submetido, após a secagem, a uma aplicação da solução 

corante fucsina de Ziehl, onde foi deixado por 30 segundos e logo após teve o 

excesso retirado. Ainda, o material foi lavado em água corrente para retirar o 

excedente do corante fucsina de Ziehl. Por fim, os esfregaços foram deixados para 

secar e, ao final, foram feitas suas análises para aferir a qual classificação de 

coloração de Gram cada bactéria pertencia.  

 

4.9 Caracterização bioquímica dos isolados 

 A caracterização bioquímica dos isolados foi realizada para avaliação de dois 

importantes parâmetros comumente encontrados em rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas, sendo eles: produção de acidoindolacético (AIA) e 

solubilização de fosfato.  
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4.9.1 Produção de acidoindolacético (AIA) 

Neste método colorimétrico adaptado por Bric et al. (1991) foram utilizados os 

seguintes meios e soluções:  

(A) Meio Caldo Triptona de Soja – TSB, diluído 10 vezes [composto por (g/L): 

Caseína (17,0), NaCl (5,0), Peptona (3,0), HK2O4P (2,5), C6H12O6.H2O (2,5), pH 

(7,0)], acrescido de 15 g de ágar por L de H2O destilada (1/10 TSB); 

(B) Solução de Salkowski: foi diluído 1 ml de solução de FeCl3.6H2O 0.5 

molar, em 50 ml de HCIO4 a 35%; 

(B1) Solucão de FeCl3.6H2O 0.5 molar: foi dissolvido em um balão volumétrico 

de 1 L, 135 g de FeCl3.6H2O em um pouco de água, posteriormente, foi agitado 

manualmente e completado até o volume de 1 L de água.  

 Para o procedimento, as bactérias foram transferidas para placas contendo 

1/10 de meio TSB enriquecido com 5 mM de Triptofano (1021 g por L). O triptofano 

é precursor do acidoindolacético. Cada placa foi dividida em 4 partes, onde, foram 

utilizados 4 isolados por placa. Após serem aplicados nas placas, os isolados foram 

cobertos com membranas de nitrocelulose e incubados a 28ºC por 24 h. Passado 

esse tempo, as membranas foram passadas para outra placa com a solução de 

Salkowski, onde foi, possível ou não, a visualização de halo avermelhado 

característico quando há produção de acidoindolacético por bactérias, após período 

de incubação variável entre 30 min a 2 h. Os testes foram feitos em duplicata.  

 

4.9.2 Solubilização de fosfato  

 Os isolados triados foram cultivados a 28ºC por 24 h em meio Caldo Triptona 

de Soja – TSB [composto por (g/L): Caseína (17,0), NaCl (5,0), Peptona (3,0), 

HK2O4P (2,5), C6H12O6.H2O (2,5), pH (7,0)]. Após serem cultivados por 24h, os 

isolados foram passados para placa sólida contendo o meio NBRIP adaptado por 

Nautiyal (1999), a saber [glicose, 10 g; Ca3(PO4)2 5 g; MgCl2.6H2O 5 g; MgSO4.7H2O 

0,25 g; KCl, 0,2 g e (NH4) 2SO4 0,1 g; pH 7,0] com o auxílio de palitos de madeira 

esterilizados previamente, para atestar a capacidade de solubilização de fosfato. 

Cada placa sólida contendo o meio NBRIP foi dividida em 4 partes, sendo assim, 

possível a avaliação de 4 isolados por placa. Os testes foram feitos em duplicata. As 

análises de solubilização de P foram realizadas posteriormente segundo Inui et al. 

(2012).  
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4.10 Ensaio com plantas: influência dos microrganismos no crescimento de 

soja, milho e alho 

 As sementes da Soja (Glycine max), e milho (Zea mays), foram 

fornecidas pela Coopercitrus, Cooperativa de Produtores Rurais de Bebedouro. O 

plantio foi realizado em tubetes de 290 cm3, contendo como substrato vermiculita 

autoclavada a 120 ºC por 30 minutos.  

O delineamento experimental foi traçado tendo 4 repetições para cada um 

dos 5 isolados mais promissores na triagem morfológica e bioquímica feita 

anteriormente, além de um controle negativo realizado com H2O e um controle 

positivo realizado com a bactéria Burkholderia cepacia.  

As sementes de ambas as culturas e também os bulbilhos de alho foram 

previamente desinfetados com álcool a 70% e hipoclorito de sódio a 4%, seguidos 

de três lavagens em H2Od antes da semeadura (Vicent, 1970). Foram utilizadas 4 

sementes para cada tubete no momento do plantio.  

Após a germinação, o desbaste foi realizado deixando somente uma muda 

por tubete.  Nesta fase, foi inoculada uma suspensão de meio Caldo Triptona de 

Soja – TSB contendo 109UFC/ml em cada base de planta, de cada um dos 5 

microrganismos, além, é claro, dos controles positivo e negativo, em todas as 

devidas repetições. A contagem de células foi realizada utilizando o método de 

diluição seriada.  

A irrigação foi realizada diariamente com 50 ml de H2Od por tubete. As 

plantas de soja e milho receberam, nos 1º, 7º, 14º, 21º dias, 10 ml de solução de 

Hoagland e Arnon (1950) cada, já as plantas de alho receberam nos seus 1º, 7º, 14º 

dias, também 10 ml da mesma solução cada. Após 28 dias de semeadura foi 

realizada a coleta das amostras de soja e milho e, após 21 dias, foi realizada a 

coleta de amostras de alho.  

Os dados provenientes dos ensaios de plantação foram analisados através 

do pacote ExpDes.pt, versão do software R 4.2.2. Sendo assim, foi possível realizar 

a comparação dos tratamentos dos isolados e seus respectivos controles por meio 

do teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

4.11 Extração de DNA genômico  
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 O protocolo utilizado foi baseado nos métodos descritos por Marmur 

(1961), com adaptações. Células foram lizadas na presença de lisozima (20 mg/ml) 

e RNAse (50 µg/ml) com dodecil sulfato de sódio (SDS) 25% (p/v) e acetato de 

sódio 3 M pH 5,2. A extração orgânica foi realizada com 650 μL de clorofórmio: 

álcool isoamílico (24:1) (v/v). Os tubos foram centrifugados em centrífuga Eppendorf 

5804r a 20817xg, na temperatura de 4ºC por 15 min. O DNA foi precipitado com 

dois volumes de etanol absoluto gelado. O sedimento foi lavado com 1,0 ml de 

etanol 70% gelado. O DNA foi quantificado em Nanodrop 1000 Spectrophotometer 

(ThermoScientific – Uniscience) e avaliado quanto a integridade por eletroforese em 

gel de agarose 0,8% (p/v) contendo brometo de etídio (0,5 μg/ml).  

4.12 Reação em cadeia da polimerase (PCR) para amplificação do gene 16s 

rRNA dos isolados selecionados  

Os DNAs genômicos extraídos dos isolados tiveram os genes 16S rRNA 

amplificados por Reação em Cadeia da Polimerase - (PCR), para a identificação do 

gênero a que pertenciam. Foram aplicados os oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) universais fD1 e rD1 (WEISBURG et al., 1989), segundo a seguinte 

reação: 40,0 ng DNA molde; 7,5 pmol de cada primer universal; 1,75 mM MgCl2; 0,2 

mM de Desoxirribonucleotídeos Trifosfatos (dNTPs); 2,0 μl de Tampão 10X; 1U da 

enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen); em um volume final de 20 µL. O programa 

de amplificação foi: 94ºC/5 min; 35 ciclos a 94ºC/30 s, 56ºC/40 s, 72ºC/90 s; 72ºC/7 

min, realizados em um termociclador PTC-100™ Programmable Thermal Controller 

(MJ Research, Inc.). O tamanho e pureza dos amplicons gerados foram verificados 

por eletroforese [Agarose 1,5 % (p/v)] e o DNA também foi quantificado em 

Nanodrop 1000 Spectrophotometer (ThermoScientific – Uniscience) 

4.13 Purificação, sequênciamento e análise de dados dos genes 16s rRNA  

 Após PCR para amplificação, o material foi purificado com o kit Purelink 

Quick Gel Extraction e PCR Purification da marca Invitrogen, como mandam as 

especificações do protocolo. Em seguida, o produto de purificação foi mandado para 

sequênciamento no CREBIO (Centro de Recursos Biológicos e Biologia Genômica), 

seguindo o protocolo desenvolvido por Mena et al. (2006). O processo tornou 

possível o sequênciamento de até 679 pares de bases após o tratamento dos dados 

obtidos da sequência. Posteriormente, foi realizada a comparação por similaridade 
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com sequências disponíveis no GenBank do NCBI (National Center for 

Biotechnology information) usando a ferramenta BLAST N, com o objetivo de 

verificar a similaridade dos sequênciamentos dos isolados com os dados já 

disponíveis no banco de dados até o presente ano.  

 

5. RESULTADOS  

5.1 Análise físico-química do solo 

A análise física das amostras solo demonstrou que as amostras de solo de 

alho apresentam maior porcentagem de argila comparadas as amostras de cana-de-

açúcar, com as amostras G1 e G2 chegando a quase o dobro de porcentagem. O 

mesmo acontece com a quantidade de silte presente nas amostras, onde é 

demonstrado na tabela que as amostras de alho também apresentam maior 

proporção que as amostras de cana-de-açúcar. Por outro lado, a porcentagem total 

de areia é maior em todas as amostras de solo de cana-de-açúcar, onde chega a 

ser mais do que dobrada em todas as amostras em relação ao solo de alho. Em 

relação à granulometria, as amostras de cana-de-açúcar possuem maior 

porcentagem tanto em areia grossa quanto em areia fina, quando comparadas com 

as amostras de alho (Tabela1) Os outros padrões físicos de análise não foram 

anotados.  

Tabela 1: Análise física das amostras de solo de alho e cana-de-açúcar, 
respectivamente. 

Obs: (CS: corresponde a % de areia grossa em cada amostra); (FS: Corresponde a 
% de areia fina em cada amostra).  

 As amostras A (A1, A2, A3 e A4) apresentam valores mais elevados de 

pH, variando de 5,9 a 6,5, enquanto as amostras C (C1, C2, C3 e C4) têm pH mais 

ácido ainda, entre 5 e 5,2. Um pH mais alto indica menor acidez do solo, porém, 
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MS FS VFS 
Clay dispersed in water  

G 1 58 15 27 - 6 - 21 - - - - 

G 2 58 18 24 - 5 - 19 - - - - 

G 3 53 20 27 - 6 - 21 - - - - 

G 4 

S 1 

56 

30 

21 

0 

24 

69 

- 

- 

6 

27 

- 

- 

18 

43 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

S 2 30 1 69 - 23 - 46 - - - - 

S 3 30 1 69 - 26 - 43 - - - - 

S 4 30 2 68 - 25 - 43 - - - - 
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como constatado, aqui as amostras para ambas as culturas são consideradas 

ácidas. A matéria orgânica (M.O.) é maior nas amostras A, com valores entre 24 e 

28 g/dm-3, em comparação com as amostras C, que variam de 16 a 19 g dm-3. A 

matéria orgânica é um indicador importante da qualidade do solo, pois atua como 

fonte de nutrientes e melhora a estrutura do solo. Os teores de fósforo (P) são mais 

elevados nas amostras A, chegando a 111 mg dm-3 na A3, enquanto nas amostras 

C os valores ficam entre 10 e 17 mg dm-3. O fósforo é um nutriente primordial para 

o desenvolvimento das plantas. As bases trocáveis, como cálcio (Ca), magnésio 

(Mg) e potássio (K), apresentam concentrações mais altas nas amostras A. A soma 

de bases varia de 50.5 a 71,7 mmolc dm-3 nas amostras A, enquanto nas amostras 

C fica entre 23,5 e 27,4 mmolc dm-3. Essas bases são importantes para a nutrição 

vegetal, pois solos com maior quantidade de bases são considerados mais 

produtivos. A saturação por bases (V%) é maior nas amostras A, entre 76 e 83%, 

em comparação com as amostras C, que variam de 50% a 53%. A saturação por 

bases indica a proporção de cargas negativas do solo ocupadas por cátions 

básicos. O alumínio trocável (Al) não foi detectado em nenhuma das amostras. O 

alumínio em excesso pode ser tóxico para as plantas. Por útimo e não menos 

importante, a capacidade de troca catiônica (CTC) também seguiu os padrões 

anteriores, sendo maior nas amostras A, com números entre 72,5 a 87,1 mmolc dm-

3, enquanto que as amostras C permearam entre 47,4 a 51,8 mmolc dm-3. A 

capacidade de troca catiônica é de suma importância, uma vez que solos com alta 

CTC têm maior capacidade de retenção e disponibilizam cátions importantes para o 

crescimento das plantas, ajudando em sua nutrição, fortalecimento e crescimento. 

Portanto, as amostras A apresentam melhores características químicas para a 

fertilidade do solo, como pH, matéria orgânica, fósforo, bases trocáveis e saturação 

por bases, além da capacidade de troca catiônica, em comparação com as 

amostras C (Tabela 2).  
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Tabela 2: Análise química de solo de macronutrientes presentes em amostras de 
alho e cana-de-açúcar, respectivamente. 
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Al 

 
H+Al 

 

 
Bases Sum  

 

 
 
CEC 

 
Sat. 

 
Sat. 

 

SMP S.B. Bases Al 

Grid CaCl2 g dm-
3
 -----mg dm

-3
----- --------------------------------mmolc dm

-3
------------------------------------------- V% m% 

G 1 6,0 25 79 4 37 8 ns 5,3 0 22 50,5 72,5 70 0 

G 2 5,9 28 103 6 47 9 ns 6,7 0 20 62,8 82,7 76 0 

G 3 6,5 24 111 4 49 11 ns 4,1 0 13 63,7 77,1 83 0 

G 4 6,4 27 108 4 55 13 ns 4,1 0 15 71,7 87,1 82 0 

S 1 5,2 19 17 7 19 7 ns 1,7 0 24 27,4 51,8 53 0 

S 2 5,2 17 11 6 17 7 ns 1,4 0 23 24,7 47,9 52 0 

S 3 5,0 16 10 7 16 6 ns 1,4 0 24 23,5 47,4 50 0 

S 4 5,1 16 11 8 17 7 ns 1,7 0 24 25,9 49,8 52 0 

Obs: (CTC: Capacidade de Troca Catiônica).  

 Ainda sobre as propriedades químicas da fertilidade do solo, os 

micronutrientes seguiram os resultados anteriores e foram melhores em geral no 

grupo de amostras A que correspondem ao Alho, em detrimento do grupo de 

amostras C que dizem respeito a cana-de-açúcar. As amostras A apresentaram 

teores de boro variando de 0,25 a 0,45 mg/dm-³, enquanto as amostras C possuem 

valores entre 0,27 a 0,36 mg/dm-³. O cobre também apresentou valores que 

variaram entre 1,8 a 2,4 mg/dm³ de cobre, enquanto as amostras C apresentam 

valores de 0,1 a 0,2 mg/dm³. Os teores de ferro variam de 5 a 13 mg/dm³ nas 

amostras A e de 14 a 21 mg/dm³ nas amostras C, aqui, as amostras C 

apresentaram, em média, maiores concentrações de ferro em comparação às 

amostras A. No que diz respeito ao manganês, amostras A continham de 3,6 a 9,0 

mg/dm³ de manganês, enquanto as amostras C possuem valores entre 0,9 a 1,1 

mg/dm³. Por fim, os níveis de zinco variaram de 0,9 a 1,5 mg/dm³ nas amostras A e 

de 0,5 a 0,6 mg/dm³ nas amostras C. Sendo assim, as amostras A apresentaram 

teores significativamente mais elevados de boro, cobre, manganês e zinco em 

relação às amostras C. Por outro lado, as amostras C continham maiores 

concentrações de ferro (Tabela 3).  

Tabela 3: Análise química de solo de micronutrientes presentes em amostras de 
alho e cana-de-açúcar, respectivamente. 

 Boron Copper Iron Manganese Zinc 

Grid -----------------------------------------mg dm
-3
 ---------------------------- 

G 1 0,35 1,8 6 6,3 0,9 

G 2 0,45 2,4 6 9,0 1,0 

G 3 0,38 2,0 13 4,0 1,2 

G 4 0,25 1,8 5 3,6 1,5 

S 1 0,36 0,2 21 1,1 0,5 

S 2 0,35 0,2 14 0,9 0,6 

S 3 0,33 0,1 14 0,9 0,5 

S4 0,27 0,1 14 0,9 0,5 
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 5.2 Afiliação taxonômica e diversidade das amostras de solo de cana-de-

açúcar e alho 

A composição taxonômica dos solos de cultivo de cana-de-açúcar e alho 

apresentaram poucas diferenças em nível de filo, sendo os filos Actinobacteria e 

Proteobacteria os mais representativos (Fig. 1A). No solo de cana-de-açúcar, o filo 

Actinobacteria apresentou um valor de 41.44% e Proteobacteria 33.73%, enquanto 

no solo de alho, os mesmos grupos apresentaram 39.54% e 35.95% 

respectivamente. Entre os demais filos, menos representativos, Planctomycetota, 

Firmicutes, Bacteroidota, Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Euryarchaeota, 

Deinococcus-Thermus, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Chloroflexi somam 7.01% 

nos solos de cana-de-açúcar e 6.73% nos solos de alho. Com relação a abundância 

relativa em nível de gênero, a distribuição entre solos de cana-de-açúcar e alho 

apresentaram poucas diferenças entre os top 12 gêneros (Fig. 1B). Os gêneros 

mais abundantes foram Streptomyces, Bradyrhizobium, Nocardioides, 

Sphingomonas, Pseudomonas, Mycobacterium, Mycolicibacterium, Conexibacter, 

Micromonospora, Amycolatopsis, Arthrobacter e Microbacterium, respectivamente. 

Os gêneros Streptomyces, Bradyrhizobium e Nocardioides representam mais de 

50% dos gêneros identificados. Na cultura de cana-de-açúcar, a abundância relativa 

destes é de 31,73% para Streptomyces, 16,40% para Bradyrhizobium e 7,85% para 

Nocardioides. Já nos solos cultivados com alho, as proporções são de 29,25%, 

14,56% e 13,49% para os mesmos gêneros, respectivamente. 

Com relação à riqueza e à diversidade microbiana, observou-se que o solo 

utilizado no cultivo de cana-de-açúcar apresentou menores valores desses 

indicadores, em contraste com o solo de cultivo de alho, que exibiu valores mais 

elevados tanto de riqueza quanto de diversidade (Fig. 1C-D). A análise da estrutura 

da composição microbiana revelou diferenças significativas e expressivas entre os 

solos de cana-de-açúcar e alho, indicando que os grupos microbianos presentes 

nesses ambientes são bastante distintos (Fig. 1E). Além disso, foi notado que o solo 

de cultivo de alho apresenta maior variabilidade entre as amostras em comparação 

com os solos de cultivo de cana-de-açúcar, que demonstram uma composição mais 

uniforme. 
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Figura 1: Afiliação taxonômica comparativa e índices de diversidade envolvendo as 
amostras agricultáveis de solo de cana-de-açúcar e alho, respectivamente. Gráfico 
de barras empilhadas representando a abundância relativa dos filos presentes nos 
dois tratamentos (A); Gráfico de barras empilhadas representando a abundância 
relativa dos principais gêneros presentes nos dois tratamentos (B); Riqueza e 
diversidade Shannon dos dois tratamentos (C-D); Estrutura da comunidade 
microbiana por Análise de Coordenadas Principais por distância de Bray-Curtis (E). 

Embora a abundância relativa em nível de filo e gênero tenha sido 

aparentemente semelhante, uma análise de abundância diferencial revelou que os 

solos cultiváveis de alho e cana-de-açúcar apresentam bastante gêneros distintos 

entre eles (Fig. 2A). Os solos de cultivo de cana-de-açúcar apresentaram 579 

táxons diferenciais, ou seja, estatisticamente diferentes dos solos de cultivo de alho. 

Já o solo de cultivo de alho apresentou 299 táxons diferenciais. Os organismos 

estatisticamente diferenciais mais abundantes no solo de cana-de-açúcar foram 

Streptomyces, Bradyrhizobium, Mycobacterium, Micromonospora, Amycolatopsis, 

Actinoplanes, Actinomadura, Mycolicibacterium, Dactylosporangium, Nonomuraea e 

Pseudonocardia (Fig. 2B). Por outro lado, com relação aos táxons diferenciais no 
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solo de cultivo de alho, os gêneros Nocardioides, Variovorax, Arthrobacter, 

Luteitalea, Conexibacter, Ramlibacter, Acidovorax, Sphingomonas, Capillimicrobium, 

Hydrogenophaga, Polaromonas, Paraconexibacter e Baekduia foram mais 

abundantes. A análise de redes de co-ocorrência revelou diferenças significativas na 

complexidade das comunidades microbianas entre os solos utilizados para o cultivo 

de cana-de-açúcar e alho. Os solos de cana-de-açúcar apresentaram uma estrutura 

mais simples com 316 nós (representando diferentes táxons) e 727 arestas 

(indicando relações entre eles), conforme ilustrado na Figura 2C. Nesse ambiente, 

cada organismo interage, em média, com 4.6 outros táxons, com 62.31% dessas 

interações sendo positivas. Em contraste, os solos de cultivo de alho mostraram 

uma complexidade muito maior, com 687 nós e 19,666 arestas. Isso indica que cada 

organismo nesse solo interage em média com 57.252 outros táxons, com 59.03% 

das interações sendo positivas. Esses resultados destacam uma diversidade e uma 

interconectividade substancialmente maiores na comunidade microbiana dos solos 

de alho em comparação com os solos de cana-de-açúcar. 
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Figura 2. Análise de abundância diferencial entre os solos de cultivo de cana-de-
açúcar e alho. Mapa de calor (Heatmap) abrangendo os gêneros diferencialmente 
abundantes nos dois tratamentos (A); Gráfico de barras abrangendo a abundância 
diferencial dos grupos mais abundantes entre os dois tratamentos (B); Redes de co-
ocorrência entre os solos dos dois tratamentos (C).  

5.3 Anotação funcional de genes envolvidos na promoção do crescimento de 

plantas 

 O perfil funcional das amostras de solo indicam que funções associadas com 

o ―Carboidratos‖, ―Aminoácidos e derivados‖, ―Metabolismo do fósforo‖, 

―Subsistemas baseados em cluster‖, ―Membranas de transporte‖ e ―Cofatores, 

Vitaminas, Grupos Protéticos, Pigmentos‖, e ―Metabolismo de proteínas‖ 

representaram cerca de 68.70% das sequências do metagenoma. Genes 

associados ao metabolismo de "Carboidratos", apresentaram uma presença similar 
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entre os dois solos, com 7.56% no solo de cana-de-açúcar e 7.90% no solo de alho. 

Entretanto, a categoria "Aminoácidos e derivados" mostrou uma variação maior, 

representando 4.44% no solo de cana-de-açúcar e aumentando para 8.41% no solo 

de alho. A categoria "Metabolismo do fósforo" apresentou a maior discrepância, 

sendo quase inexpressiva no solo de cana-de-açúcar com apenas 0.38%, enquanto 

no solo de alho atingiu 7.45%. Além disso, os "Subsistemas baseados em cluster" 

também tiveram uma maior representatividade no solo de alho, com 4.70%, 

comparado a 2.57% no solo de cana-de-açúcar. Outras categorias como 

"Transporte através de membranas" e "Cofatores, Vitaminas, Grupos Protéticos, 

Pigmentos" mostraram pequenas variações entre os dois tipos de solo, com 

respectivamente 2.47% e 3.51% para o primeiro e 2.55% e 3.35% para o segundo 

no solo de cana-de-açúcar e alho. Por fim, a abundância de genes ligados ao 

"Metabolismo de proteínas" foi maior no solo de cana-de-açúcar, com 3.35%, em 

comparação a 2.50% no solo de alho. 

Por outro lado, funções específicas analisadas de acordo com a literatura e 

interesse deste estudo, apresentaram abundância de genes como 6-

phosphogluconate dehydrogenase (PGD), gnd, gntZ, envolvida na via da pentose 

fosfato;  ppk1, onde sua função é codificar a enzima polifosfato quinase 1, que 

converte polifosfatos em trifosfato de adenosina (ATP); aromatic-L-amino-acid/L-

tryptophan decarboxylase (TDC), que desempenha um papel crucial na biossíntese 

de triptofano e outros compostos aromáticos; (iscU, nifU), associado à fixação de 

nitrogênio e à montagem de complexos de ferro-enxofre; (gnl, RGN) está associado 

à hidrólise da gluconolactona; O gene phoD que codifica a enzima fosfatase alcalina 

D (PhoD), responsável pela hidrólise de fosfatos orgânicos em solos e águas e por 

fim, o gene ppx que codifica a enzima exopolifosfatase, envolvida na degradação de 

polifosfatos, para a liberação de fosfato inorgânico. Outros genes de interesse foram 

encontrados ainda que em menor abundância, mas ainda assim com certa 

expressão, como demonstrado na figura 3B.  

Foram ainda, anotadas individualmente a taxonomia de função de quatro 

genes importantes para a promoção do crescimento de plantas, 

respectivamente:  nifU, um dos sub-genes associado à fixação de nitrogênio em 

bactérias, como dito anteriormente; o gene ppk que codifica a enzima polifosfato 

quinase, envolvido na síntese e degradação de fosfatos; o gene acdS, relacionado à 
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enzima "1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase" (ACC deaminase), 

encarregada de regular o nível de etileno nas plantas e, por fim, o gene TDC que, 

associado a enzima de mesmo nome, colabora para a síntese de triptofano, 

aminoácido essencial para o crescimento de plantas. Relacionado à distribuição 

taxonômica de funções, é possível notar que tanto o gene NifU quanto ppk apontam 

como os mais bem distribuídos taxonomicamente (15 gêneros), seguidos pelo gene 

TDC (6 gêneros) e acdS (4 generos).  

 

 
 

 

Figura 3. Perfil funcional dos solos de cultivo de cana-de-açúcar e alho. Heatmap da 
abundância das funções em nível 1 do banco de dados SEED subsystems (A); 
Heatmap da abundância de funções específicas em nível de genes de acordo com o 
interesse do estudo (B); Taxonomia associada a funções de interesse associadas a 
este estudo (C).  

5.4 Genomas recuperados de metagenomas e perfil funcional 
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 Neste estudo, foram obtidos 27 genomas montados de metagenomas 

(MAG‘s) com alta qualidade (figura 4). Os filos predominantes entre esses MAGs 

foram Actinomycetota (9 MAGs), Pseudomonadota (4 MAGs) e Gemmatimonadota 

(4 MAGs). Notavelmente, identificaram se quatro representantes do filo 

Thermoproteota, que pertence ao domínio Archaea. A anotação funcional do gene 

realizada com o pacote microtrait revelou diversas guildas ecológicas dentro das 

MAGs (figura 5). As características predominantes incluíram despolimerização de 

carboidratos complexos, transporte de íons, tolerância geral ao estresse, tolerância 

a altas temperaturas e transporte de carboidratos. Certos MAGs, como aqueles 

pertencentes aos gêneros Chersky-822 (Actinomycetota), Gp1-AA145 

(Acidobacteriota), Gaiellaceae (Actinomycetota) e Marmoricola (Actinomycetota), 

foram particularmente enriquecidos em genes para despolimerização de 

carboidratos complexos. Uma análise de características mais detalhadas revelou 

características funcionais intrigantes entre os MAGs (Figura 6).  

A anotação de características ecológicas sugeriu uma diversidade nas 

estratégias metabólicas, com um número significativo de MAGs exibindo 

metabolismo aeróbico, enquanto outros estavam associados à fermentação e 

processos anaeróbios, indicando a presença de microambientes anóxicos (Figura 

6). Descobriu-se que os MAGs Archaeal da Thermoproteota possuem genes para a 

oxidação aeróbica de amônia e oxidação de sulfeto. Genes para oxidação e 

desnitrificação de nitrato em nitrito foram identificados em Dormibacterota e 

Actinomycetota (bin29 e bin7). Ambas as características de fotossíntese 

anoxigênica e oxigênica foram observadas em um representante de 

Pseudomonadota (Polaromonas_bin16). Genes de fosfatase alcalina (phoD) foram 

detectados em MAGs em vários filos, incluindo Chloroflexota, Thermoproteota, 

Pseudomonadota e Actinomycetota (caixas 17, 19, 22, 23, 26, 3, 30). Além disso, 

características ligadas à tolerância ao estresse – como alta temperatura, 

dessecação, pH e resistência ao estresse oxidativo – foram predominantes em 

muitos MAGs (figura 7). Esta análise abrangente destaca os papéis potenciais dos 

MAGs nos seus respetivos ecossistemas e nas suas estratégias de adaptação às 

tensões ambientais. 
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Figura 4: Árvore filogenética baseada na análise de máxima verossimilhança de 
genomas montados a partir de metagenomas (MAGs). O tamanho dos círculos 
azuis indica os níveis de confiança do bootstrap, enquanto as cores das caixas 
denotam diferentes filos. 
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Figura 5: Heatmap representando anotações de características em genomas 
montados a partir de metagenomas (MAGs). Este Heatmap resume as 
características funcionais identificadas nos MAGs, conforme anotado usando o 
pacote microtrait.  
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Figura 6: Heatmap detalhada de características funcionais microbianas em genomas 
montados a partir de metagenomas (MAGs). Esta Heatmap fornece uma visão 
aprofundada das funções associadas à tolerância ao estresse.  identificadas nos 
MAGs, com base em uma análise mais granular usando o pacote microtrait. Cada 
coluna representa um MAG único, enquanto as linhas correspondem a funções 
microbianas distintas, mostrando a diversidade e especificidade da distribuição das 
características.  
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Figura 7: Heatmap detalhada de características funcionais microbianas em genomas 
montados a partir de metagenomas (MAGs). Esta Heatmap fornece uma visão 
aprofundada das funções associadas à aquisição de nutrientes identificadas nos 
MAGs, com base em uma análise mais granular usando o pacote microtrait. Cada 
coluna representa um MAG único, enquanto as linhas correspondem a funções 
microbianas distintas, mostrando a diversidade e especificidade da distribuição das 
características. 
 

5.5 Caracterização morfológica dos isolados da biblioteca de isolados 
construída 

 Cinco tabelas foram criadas como resultado da caracterização morfológica de 

isolados bacterianos em cinco meios de cultivo diferentes. A quantidade de 

bactérias que tiveram suas características morfológicas feitas, diferiram-se de 

acordo com o meio de cultivo utilizado. Foram caracterizados 30 isolados através do 

meio TY (TRYPTONE YEAST), 39 através do meio KW (KUSTER E WILLIANS), 40 

através do meio TSB (TRYPTICASE SOY BROTH), 28 através do meio BR (BUNT 

E ROVIRA) e 40 através do meio AN (ÁGAR NUTRIENTE). Os isolados bacterianos 

foram isolados em diferentes meios de cultura a fim de conseguirmos uma maior 

variabilidade de espécies bacterianas, tendo em vista que cada meio se difere em 

composição de reagentes, podendo favorecer ou não o crescimento de espécies 

diferentes.   

 Tratando-se das características morfológicas, as colônias isoladas no meio 
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TY apresentaram sua maioria sendo Gram-positivas, quase todas as colônias 

apresentaram coloração branca, e todas apresentaram a borda suave. Tratando-se 

de bordas, a maioria foram consideradas elevadas e de formato circular. Para os 

isoladas no meio KW, a maioria também foram considerados Gram-positivos, com 

todos os isolados possuindo a coloração branca, a maioria borda suave, elevação 

plana e forma circular. Já para os isolados do meio de cultivo TSB, ocorreu de 

maneira diferente, onde, a maioria das bactérias presentes foram consideradas 

Gram-negativas. A coloração continuou branca, com predominância da borda 

suave, elevação elevada e forma circular. No meio BR todos os isolados foram 

considerados Gram-negativos. Mais uma vez, todas as colônias brancas, com 

predominância da borda suave, elevação elevada e forma circular. Por fim, o meio 

AN apresentou em sua maioria isolados Gram-positivos, todos em coloração 

branca, borda em sua maioria suave, elevação plana e forma circular (Tabelas 4, 5, 

6, 7 e 8).  
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Tabela 4: Morfologia de bactérias isoladas do meio Tryptone yeast (TY). 

Isolado GRAM Cor da colônia Borda Elevação Forma 

LGA-GA-TY01 G+ Branca Suave Elevada Puntiforme 

LGA-GA-TY02 G+ Branca Suave Elevada Puntiforme 

LGA-GA-TY03 G+ Branca Suave Elevada Puntiforme 

LGA-GA-TY04 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TY05 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TY06 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY07 G- Vermelho Suave Elevada Puntiforme 

LGA-GA-TY08 G- Amarela Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY09 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY10 G+ Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TY11 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY13 G+ Branca Suave Elevada Puntiforme 

LGA-GA-TY14 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY15 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY16 G+ Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-TY17 G- Amarelo Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TY18 G+ Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TY19 G- Branca Suave Convexa Rugosa 

LGA-GA-TY20 G+ Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TY21 G+ Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TY22 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-TY23 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY24 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY25 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY27 G+ Branca Suave Plana Fusiforme 

LGA-GA-TY28 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY29 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TY30 G+ Branca Suave Plana Circular 

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratório onde foram realizadas as 

análises.  
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Tabela 5: Morfologia de bactérias isoladas do meio Kuster e Willians (KW). 

Isolado GRAM Cor da colônia Borda Elevação Forma 

LGA-GA- KW01 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW02 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW04 G- Branca Suave Convexa Puntiforme 

LGA-GA-KW05 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW07 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW08 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW09 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW11 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW12 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW15 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW16 G+ Branca Suave Convexa Puntiforme 

LGA-GA-KW17 G+ Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-KW18 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW20 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW21 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-KW23 G+ Branca Suave Convexa Puntiforme 

LGA-GA-KW24 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW26 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW28 G+ Branca Suave Convexa Puntiforme 

LGA-GA-KW29 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW30 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW31 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW32 G+ Branca Ondulada Plana Circular 

LGA-GA-KW34 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW35 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-KW36 G+ Branca Ondulada Plana Irregular 

LGA-GA-KW39 G+ Branca Ondulada Plana Circular 

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratório onde foram realizadas as 

análises.  
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Tabela 6: Morfologia de bactérias isoladas do meio Trypticase Soy Broth (TSB). 

Isolado GRAM Cor da colônia Borda Elevação Forma 

LGA-GA- TSB01 G- Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TSB02 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-TSB03 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TSB04 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB05 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB06 G- Branca Ondulada Plana Puntiforme 

LGA-GA-TSB07 G- Branca Ondulada Elevada Puntiforme 

LGA-GA-TSB08 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB09 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-TSB10 G- Branca Ondulada Elevada Circular 

LGA-GA-TSB11 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB12 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB14 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TSB15 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-TSB16 G+ Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TSB17 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-TSB18 G+ Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB19 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB20 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-TSB21 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB22 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB23 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB24 G- Branca Suave Elevada Puntiforme 

LGA-GA-TSB25 G+ Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TSB26 G- Branca Suave Elevada Puntiforme 

LGA-GA-TSB27 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TSB29 G- Branca Ondulada Plana Circular 

LGA-GA-TSB30 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-TSB31 G- Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TSB32 G- Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TSB33 G- Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TSB34 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB35 G- Branca Suave Convexa Circular 

LGA-GA-TSB36 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-TSB37 G- Branca Erodida Plana Circular 

LGA-GA-TSB38 G- Branca Lobada Elevada Irregular 

LGA-GA-TSB40 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratório onde foram realizadas as 

análises.  
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Tabela 7: Morfologia de bactérias isoladas do meio Bunt e Rovira (BR). 

Isolado GRAM Cor da colônia Borda Elevação Forma 

LGA-GA-BR01 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR02 G- Branca Erodida Elevada Circular 

LGA-GA-BR03 G- Branca Lobada Elevada Irregular 

LGA-GA-BR04 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR06 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR07 G- Branca Erodida Elevada Circular 

LGA-GA-BR08 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR09 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR10 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR11 G- Branca Erodida Elevada Circular 

LGA-GA-BR12 G- Branca Lobada Elevada irregular 

LGA-GA-BR13 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR14 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR15 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR16 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR17 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-BR18 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR19 G- Branca Lobada Elevada Irregular 

LGA-GA-BR21 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR22 G- Branca Lobada Elevada Irregular 

LGA-GA-BR23 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR24 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR27 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-BR28 G- Branca Suave Elevada Circular 

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratório onde foram realizadas as 
análises.  
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Tabela 8: Morfologia de bactérias isoladas do meio Agar Nutriente (AN).  

Isolado GRAM Cor da colônia Borda Elevação Forma 

LGA-GA-AN01 G- Branca Ondulada Elevada Circular 

LGA-GA-AN02 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN03 G- Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-AN04 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN06 G+ Branca Filamentosa Plana Filamentosa 

LGA-GA-AN07 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN08 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN09 G- Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN10 G+ Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN11 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN12 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN14 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN15 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN16 G+ Branca Erodida Plana Circular 

LGA-GA-AN17 G- Branca Suave Elevada Circular 

LGA-GA-AN19 G+ Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-AN20 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN23 G- Branca Lobada Plana Irregular 

LGA-GA-AN25 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN26 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN27 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN28 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN29 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN31 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN32 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN33 G- Branca Lobada Plana Irregular 

LGA-GA-AN34 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN35 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN36 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN38 G+ Branca Suave Plana Puntiforme 

LGA-GA-AN39 G+ Branca Suave Plana Circular 

LGA-GA-AN40 G+ Branca Suave Plana Puntiforme 

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratório onde foram realizadas as 

análises. 

 

5.6 Caracterização bioquímica dos isolados da biblioteca de isolados 

construída  
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 A caracterização bioquímica dos isolados foi realizada para a compreensão 

da habilidade destes em duas atividades metabólicas diferentes que fazem parte de 

bactérias que promovem o crescimento de plantas: solubilização de fosfato e 

produção de ácido indolacético (AIA). Primeiramente, foi realizado o teste de 

solubilização de fosfato, onde, os microrganismos que possuíram maior capacidade 

de solubilização (maior diâmetro do halo de acordo com o teste realizado), seguiram 

para o segundo teste que foi a produção de acidoindolacético (AIA). Nesta etapa de 

testes bioquímicos foram testados 36 isolados, onde todos eles apresentaram 

capacidade de solubilização de P, e destes, 29 para a produção de AIA, somente os 

isolados AN06, AN15, AN31, TY02, TY08, TY09 e KW 21 não tiveram tal 

capacidade conferida. Haviam ainda duas testemunhas: B.c: Burkholderia cepacia e 

A.z: Azospirillum  brasiliense (Tabela 9). 

Tabela 9: Resultados dos testes de solubilização de fosfato e produção de ácido 
indolacético (AIA). 

Isolado Solubilização de 
P 

Halo de 
solubilização 

Produção 
de AIA 

TSB02 + 5,00 mm + 
TSB04 + 2,00 mm + 
TSB06 + 4,00 mm + 
TSB07 + 2,00 mm + 
TSB09 + 2,00 mm + 
TSB10 + 2,50 mm + 
TSB26 + 2,00 mm + 
TSB31 + 1,50 mm + 
TSB38 + 0,50 mm + 
AN01 + 4,00 mm + 
AN02 + 4,00 mm + 
AN04 + 3,00 mm + 
AN06 + 5,00 mm - 
AN10 + 1,00 mm + 
AN15 + 2,00 mm - 
AN16 + 1,00 mm + 
AN31 + 5,50 mm - 
AN33 + 2,00 mm + 
TY02 + 2,00 mm - 
TY04 + 4,00 mm + 
TY05 + 1,00 mm + 
TY08 + 2,00 mm - 
TY09 + 2,00 mm - 
TY18 + 4,00 mm + 
TY19 + 5,00 mm + 
TY20 + 2,00 mm + 
BV04 + 3,00 mm + 
BV06 + 3,50 mm + 
BV07 + 4,00 mm + 
BV09 + 3,00 mm + 
BV12 + 3,50 mm + 
BV13 + 3,00 mm + 
BV15 + 2,50 mm + 
BV17 + 4,00 mm + 
BV24 + 2,50 mm + 
KW21 + 2,00 mm - 

B.c + 2,00 mm + 
A.b - 0 mm - 

Obs: B.c: Burkholderia cepacia e A.z: Azospirillum  brasiliense. 
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5.7 Ensaio com plantas: influência dos microrganismos no crescimento de 

soja, milho e alho 

 Após a construção da biblioteca de isolados, triagem morfológica e 

bioquímica dos mesmos, foram realizados experimentos em casa de vegetação com 

as culturas de soja, milho e alho no que diz respeito ao peso da massa seca, peso 

da massa fresca e comprimento, tanto da parte aérea, quanto da raiz de cada uma 

das culturas mencionadas. Os 5 isolados que mostraram maior capacidade de 

solubilização de fosfato e produção de acidoindolacético, foram os escolhidos para 

os testes realizados, além claro, dos controles H2O e Burkholderia cepacia(B.c). A 

saber, os cinco isolados foram TY19, AN31, BR17, TSB02 e KW21.  

 No que diz respeito a massa seca, não houveram diferenças estatísticas 

significativas no peso da parte aérea e raiz da cultura da soja. Em relação à cultura 

do milho, também não houveram diferenças estatisticamente significativas no peso 

da massa seca para a parte aérea e, também, para a parte da raiz, visto que o 

controle positivo, a bactéria Burkholderia cepacia, se saiu melhor no teste. Em 

relação à cultura do alho, também não foram encontradas distinções significativas 

no peso da massa seca da parte aérea e raiz. (Tabela 10).  

Tabela 10. Comparação de Médias entre os diferentes tratamentos para Massa 
Seca. 

Tratamento 
Soja Milho Alho 

       Parte Aerea   Raiz          Parte Aerea Raiz          Parte Aerea Raiz 

TY19 0.3175 0.0815 0.8675 0.7925
ab

 0.225 0.07925
a
 

AN31 0.3775 0.0915 0.7025 0.525
b
 0.108 0.00675

b
 

BR17 0.2525 0.06575 0.6275 0.291
b
 0.10075 0.017

ab
 

TSB02 0.235 0.03875 0.7225 0.3725
b
 0.1875 0.0655

ab
 

KW21 0.265 0.0635 0.61 0.3275
b
 0.1725 0.025

ab
 

Bc 0.4 0.09725 0.74 1.2025
a
 0.16 0.0535

ab
 

H2O 0.2275 0.03775 0.3675 0.3
b
 0.177 0.043

ab
 

Obs: Números seguidos de letras são estaticamente diferentes a 5% de significância 
no teste de Tukey. 

 Em relação ao peso da massa fresca, não foram observadas diferenças 

significativas e positivas tanto para a parte aérea, quanto para a raiz da cultura da 

soja. O mesmo aconteceu com a parte aérea e a raiz da cultura do milho, onde não 

foram encontradas diferenças estatísticas positivas e substanciais em relação ao 
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controle positivo. Por fim, distinções significativas não foram encontradas também 

para a cultura do alho. (Tabela 11).  

Tabela 11. Comparação de Médias entre os diferentes tratamentos para Massa 
Fresca. 

Tratamento 
Soja Milho Alho 

Parte Aerea    Raiz Parte Aerea    Raiz Parte Aerea    Raiz 

TY19 2.465 0.29
ab

 8.3675 2.5325
ab

 2.3975 0.48
ab

 

AN31 2.375 0.3175
ab

 7.27 1.6525
ab

 0.605 0.0425
b
 

BR17 1.51 0.17
ab

 6.4025 0.5325
b
 0.7075 0.155

ab
 

TSB02 1.0475 0.06
b
 7.5175 1.3825

b
 1.3425 0.6975

a
 

KW21 1.3675 0.095
ab

 6.77 0.88
b
 1.5375 0.13

ab
 

Bc 2.3925 0.5175
a
 7.0975 3.545

a
 1.49 0.335

ab
 

H2O 1.87 0.475
ab

 4.005 1.2275
b
 1.395 0.425

ab
 

Obs: Números seguidos de letras são estaticamente diferentes a 5% de significância 
no teste de Tukey. 

 Por fim, o útimo parâmetro utilizado foi o comprimento, onde, não foram 

observadas, de acordo com o teste de tukey a 5% de probabilidade, nenhuma 

diferença significativa no comprimento da parte aérea das culturas da soja, milho e 

alho. O mesmo aconteceu com o comprimento da raiz para as culturas da soja, 

milho e do alho (Tabela12).  

Tabela 12. Comparação de Médias entre os diferentes tratamentos para o 
comprimento das plantas. 

Tratamento 
Soja Milho Alho 

Parte Aerea   Raiz Parte Aerea   Raiz Parte Aerea    Raiz 

TY19 55.475 26.625 67.125 24.125 28.775 14.15
a
 

AN31 55.625 29.75 66.75 23 16.525 2.375
b
 

BR17 33.2 16.15 66.25 22.625 19.525 3.75
ab

 

TSB02 40.775 15.925 70.475 23.425 29.125 9.35
ab

 

KW21 41.375 23.875 67.025 24.75 28.55 6.475
ab

 

Bc 43.9 30.975 61.8 22.925 28.925 10.6
ab

 

H2O 56.425 21 47.875 17.375 27.825 11.325
ab

 

Obs: Números seguidos de letras são estaticamente diferentes a 5% de significância 
no teste de Tukey. 

 Vale ressaltar que os resultados obtidos demonstram que, embora nenhuma 

das bactérias isoladas do solo de alho tenha superado o controle positivo na 

promoção do crescimento vegetal, seu desempenho foi estatisticamente semelhante 

ao deste, que já é uma bactéria amplamente reconhecida por sua eficácia nesse 
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processo. Esse achado reforça o potencial das isoladas testadas como promotoras 

de crescimento de plantas.  

5.8 Caracterização parcial do gene 16S rRNA dos 5 isolados escolhidos para 

teste em casa de vegetação. 

 Os cinco isolados utilizados para teste em casa de vegetação foram 

caracterizados parcialmente através do gene 16S rRNA, a fim de se descobrir a 

quais gêneros os isolados pertenciam e se, por ventura, pertenciam a gêneros os 

quais possuem espécies de bactérias com habilidades de promoção de crescimento 

de plantas. Após o sequênciamento, foi possível descobrir que 4 dos 5 isolados 

percenciam ao gênero Paenibacillus sp., sendo 3 deles, pertencentes ao gênero e 

espécie Paenibacillus alvei. Somente 1 isolado, a saber, KW21, pertencia ao gênero 

das Pseudomonas sp. (Tabela13).  

Tabela 13: Caracterização parcial do gene 16S rRNA de isolados do solo utilizados 
durante os experimentos em casa de vegetação.  

Isolado Comprimento (pB) Acesso   GenBank Blast Identidade E-value  

AN31 657 MN543811.1 Paenibacillus alvei 97,37 0 

TY19 679 KJ127183.1 Paenibacillus sp. 89,49 0 
KW21 588 MT102734.1 Pseudomonas sp. 95,67 0 

TSB02 573 MN543811.1 Paenibacillus alvei 97,63 0 

BV17 650 MN543811.1 Paenibacillus alvei 96,92 0 

 

6. DISCUSSÃO  

Os solos de ambas as amostras demonstraram características físicas 

diferentes entre si, enquanto o solo das amostras A se mostraram mais argilosos, os 

solos das amostras C se mostraram mais arenosos. Wang et al. (2005) dizem que 

um dos principais parâmetros para mensurar a qualidade e produtividade dos solos 

é a sua textura. Segundo He et al. (2014) e   Centeno et al. (2017), a textura do solo 

impacta diretamente a dinâmica de adesão e coesão entre suas partículas, além de 

influenciar o manejo do solo. Isso, por sua vez, afeta a resistência do solo à tração e 

a movimentação da água em seu interior. Ademais, a textura do solo pode ser 

considerada um fator ambiental significativo, pois tem influência direta nos 

processos ecológicos, incluindo a ciclagem de nutrientes e a troca de íons. Centeno 

et al. (2017) ressaltam que determinação da textura do solo é essencial, pois 

permite estimar uma variedade de parâmetros críticos para otimizar a nutrição do 
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solo. Entre esses parâmetros estão a capacidade de troca de cátions, a dinâmica da 

água, a dosagem de corretivos, a resistência do solo à tração, o grau de 

compactação, e a dosagem de nutrientes e herbicidas. Donagemma et al. (2016) e 

Centeno et al. (2017) reforçam ainda que, solos arenosos tendem a ser mais 

suscetíveis à degradação e à perda de capacidade produtiva em comparação aos 

solos argilosos, quando submetidos a condições ambientais semelhantes. Este fato 

reforça os dogmas existentes sobre os solos arenosos. No entanto, essa percepção 

tem mudado recentemente devido aos avanços nos sistemas de produção e 

manejo, tornando viáveis as atividades agrícolas nesses tipos de solo. Segundo 

Brady e Weil (2013), solos com textura arenosa apresentam maior deficiência de 

Ferro (Fe) e matéria orgânica. Estes resultados corroboram com a análise física de 

solo demonstrada neste trabalho. Uma vez que a decomposição de matéria 

orgânica é um dos principais fatores de disposição de nutrientes para bactérias e 

outros microrganismos presentes no solo, estes dados podem corroborar também 

para o maior índice de riqueza e diversidade mostradas no metagenoma das 

amostras A, em oposição às amostras C. Além disso, os solos argilosos tendem a 

ser mais densos e difíceis de gerenciar, devido à resistência à penetração das 

raízes das plantas e ao uso de equipamentos. Também, a presença de argila está 

estreitamente relacionada ao aumento do teor de matéria orgânica e à capacidade 

de troca catiônica do solo (Brady e Weil, 2013; Centeno et al., 2017). Por fim, 

Centeno et al. (2017) declaram que, atualmente, os solos são produtivos 

independente de sua textura, devido ao rápido avanço tecnológico dos sistemas de 

manejo de solo, uma vez que esteja atento também, as necessidades da cultura a 

ser cultivada. 

As análises químicas de ambos os solos demonstraram pH ácido, uma vez 

que as amostras A se mostraram ligeiramente mais ácidas que as amostras C. 

Estudos relatam que o pH do solo pode influenciar consideravelmente a 

estruturação de comunidades microbianas, bem como os processos biogeoquímicos 

gerenciados por elas. O pH do solo interfere diretamente nos processos quimicos, 

concentração e disponibilidade de substratos, além da modulação da comunidade 

microbiana ali presente (Fierer e Jackson, 2006; Nicol et al., 2008). De Boer e 

Kowalchuk, (2001) e Nicol et al. (2008), mostram que os processos pelos quais o pH 

do solo afeta o desenvolvimento e a atividade de determinados grupos microbianos 
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funcionais foram elucidados mediante uma combinação de estudos fisiológicos e 

experimentos com microcosmos do solo. Um exemplo disso é a redução 

significativa das taxas de nitrificação, especialmente a oxidação da amônia, em 

solos de caráter ácido. O pH ácido também possui efeitos negativos na germinação 

de sementes, Long et al. (2024), relataram redução acentuada na taxa de 

germinação de sementes de Sophora davidii e vigor das plântulas em condições de 

acidez de solo muito altas.  

Os níveis de matéria orgânica também foram notados de forma ligeiramente 

maior nas amostras A. A presença de matéria orgânica no solo tem o potencial de 

reduzir de forma notável a ação de metais pesados, por meio da criação de 

complexos organometálicos. Concomitantemente, ela contribui para a melhoria das 

características físicas e químicas do solo, promovendo um aumento na 

disponibilidade de nutrientes (Gao et al., 2018; Khan et al., 2018; Liu et al., 2025).  A 

decomposição da matéria orgânica está intimamente ligada com a comunidade 

microbiana do solo, uma vez que a comunidade faz os serviços ecossistêmicos, 

regulam a estrutura e a atividade do solo e, por fim, regulam a renovação de entrega 

de nutrientes ao mesmo. A sobrevivência dos micro-organismos presentes no solo 

está estreitamente relacionada à qualidade e à quantidade disponível de matéria 

orgânica. Quando os substratos começam a escassear ou seu fornecimento é 

interrompido, a comunidade microbiana do solo pode entrar em um estado de 

dormência, adotando a forma de esporos, ou pode perecer, levando a uma 

diminuição em sua biomassa total (Nguyen e Marschner, 2016; Shahbaz et al., 

2017; Bhattacharyya et at., 2022). 

Os macronutrientes foram encontrados bem mais disponíveis em amostras A 

do que nas amostras C, com exceção do enxofre (S), que foi ligeiramente maior nas 

amostras C. Os macronutrientes desempenham um papel crucial na sustentação da 

vida vegetal no planeta Terra. Dada à diversidade de suas funções, os 

macronutrientes exercem impactos significativos na saúde e na estrutura do solo, 

assim como na fisiologia das plantas. Por exemplo, a produtividade dos 

ecossistemas terrestres em escala global é condicionada, individualmente ou em 

conjunto, pela disponibilidade de nitrogênio (N) e fósforo (P), dada sua importância 

fundamental na fotossíntese e no metabolismo enzimático. Similarmente, o enxofre 
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(S) desempenha um papel vital na síntese enzimática de proteínas, contribuindo 

para a resistência a doenças e para a redução da toxicidade de metais. Outros 

macronutrientes indispensáveis incluem cálcio (Ca), magnésio (Mg) e potássio (K), 

os quais atuam como reguladores para manter o pH do solo estável, influenciam a 

absorção de nutrientes pelas plantas e fortalecem a resistência das plantas a 

adversidades climáticas. Sendo assim, compreender em profundidade a distribuição 

desses macronutrientes essenciais no sistema solo-planta é de extrema importância 

para desenvolver estratégias visando à melhoria da qualidade do solo e à 

produtividade dos ecossistemas (Olander e Vitousek, 2000; Feechan ET al., 2005;  

Blum et al., 2013; Hou et al., 2017; Mládková et al., 2018; Du et al ., 2020; Niu et al., 

2023).  

A relação da capacidade de troca catiônica (CTC) foi superior nas amostras 

A, em oposição às amostras C, que não demonstraram tamanho potencial. A 

capacidade de troca catiônica (CTC) define os solos pela sua habilidade de 

armazenar e liberar nutrientes. Nutrientes catiônicos (Ca, Mg, K, Na, Fe e NH4) e 

não nutrientes (Al e H) são mantidos nos coloides do solo e transferidos para a 

solução do solo através de uma reação de troca iônica. Essa reação de troca é 

fundamental para a medição da CTC, onde os íons presentes na amostra de solo 

são substituídos por, por exemplo, amônio (Weil e Brady, 2016; Mattila e Rajala, 

2022). Brady et al. (2008) e Sharma et al. (2015), relaram que, normalmente, um pH 

alcalino está associado a uma maior capacidade de troca catiônica (CTC) do solo. 

Em condições ácidas, a CTC do solo diminui devido à substituição desproporcional 

de cátions por íons H+, resultando na chamada acidez ativa. Além disso, a CTC é 

influenciada pelo pH, pela textura do solo, pelo tipo de argila presente e pelo teor de 

matéria orgânica. Areia e silte exibem uma CTC insignificante devido à falta de 

carga em suas partículas. Portanto, mesmo que as amostras de solo analisadas no 

presente trabalho possuam solo ácido, a composição física dos solos das amostras 

A favoreceram-nas a terem uma maior taxa de CTC, uma vez que as amostras A se 

mostraram solos mais argilosos e as amostras C solos mais arenosos. Zhang et al. 

(2013) demonstraram que a variação nos cátions de base trocáveis do solo foi 

analisada em plantações de C. microphylla, e os resultados indicaram um aumento 

significativo no cálcio trocável (Ca), magnésio (Mg), potássio (K) e na capacidade de 

troca catiônica (CTC).  
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Os micronutrientes estavam dispostos, também, da mesma maneira que os 

macronutrientes, seguindo sua maior porcentagem para todos os nutrientes nas 

amostras A, com exceção do ferro (Fe) que estava mais disposto nas amostras C. 

Segundo Kirkby (2023), os vegetais necessitam de oito micronutrientes desde a 

etapa da germinação, até o crescimento vegetativo e regenerativo. Bang et al. 

(2021) dizem que quando os micronutrientes são disponibilizados de maneira abaixo 

do que o realmente necessário pelas plantas, surgem problemas de diversas 

deficiências ocasionados pela taxa de nutrientes necessários não alcançada, uma 

vez que, cada um, tem o seu percentual necessário em cada espécie vegetal. Cada 

um dos micronutrientes listados na presente análise química de micronutrientes do 

solo, possui um papel fundamental durante todo o ciclo de desenvolvimento da 

planta. Segundo Begum e Fry (2022), já foram atribuídas inúmeras funções ao boro 

(B) ao longo dos anos, porém, atualmente, sabe-se que ele atua na formação 

complexos duradouros com substâncias que contêm grupos cis-hidroxila, como os 

grupos pectina presentes nas paredes celulares. O boro é crucial para a 

estabilização das paredes celulares primárias. O cobre (Cu) é um elemento que 

atua como cofator em enzimas e proteínas. Devido a sua atividade redox, influencia 

processos essenciais como fotossíntese, respiração, neutralização de espécies 

reativas de oxigênio e lignificação da parede celular em plantas superiores (Sheng 

et al., 2022; Lilay et al., 2024). Kroh e Pilon (2020) constataram que o ferro (Fe) 

possui uma importância fundamental na produção de clorofila e na condução de 

elétrons durante o processo de fotossíntese, resultando em desenvolvimento 

saudável das plantas. Lilay et al. (2024) e Schmidt e Husted (2019), compreendem o 

papel de cofator de enzimas para o manganês (Mn). Em vegetais, expressam sua 

capacidade de cofator de metaloenzimas dependentes de manganês, onde 

desempenham duas funções primordiais como catalisador ou ácido de Lewis, 

funções estas bem similares a outros nutrientes em plantas, como o cobre (Cu) e 

ferro (Fe), por exemplo. O zinco desempenha um papel vital como cofator em várias 

proteínas, onde uma entre suas principais atuações ocorre com resíduos 

aminoácidos como histidina, cisteína e glutamato/aspartato, predominantemente 

estabelecendo geometrias de coordenação tetraédricas. Uma ampla gama de 

enzimas, abrangendo todas as seis classes funcionais (oxidorredutases, 

transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases), apresenta locais catalíticos 
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contendo zinco, incluindo enzimas críticas como Cu/Zn-SODs, RNA polimerases, 

anidrase carbônica, álcool desidrogenase e fosfatase alcalina. Assim, pode-se 

observar algumas das funções versáteis desempenhadas pelo zinco ao longo do 

desenvolvimento vegetal (Maret e Li, 2009; Clemens, 2022; Lilay et al., 2024). 

Os resultados do sequênciamento metagenômico proporcionaram uma 

análise detalhada das diferenças na composição taxonômica, estrutura e função dos 

genes presentes em dois tipos distintos de solo, além da possibilidade de 

recuperação de genomas a partir de metagenomas (MAGS). Em níveis gerais, 

observou-se uma semelhança marcante na composição filogenética em ambos os 

solos, com a predominância significativa dois filos Actinobacteria (41,41% para a 

cultura de cana-de-açúcar e 39,07% para alho) e Proteobacteria (37,30% para alho 

e 34,53% para cana-de-açúcar), respectivamente. Os resultados encontrados 

corroboram com dados na literatura, os quais também demonstram abundância dos 

filos Actinobacteria e Proteobacteria em solos de cultivo da cana-de-açúcar (Tayyab 

et al., 2021; Khan et al., 2022) e alho (Hussain et al., 2021; Ma et al., 2023). Ainda, 

foi possível verificar que gêneros como Streptomyces, Bradyrhizobium, 

Nocardioides, Sphingomonas e Pseudomonas estiveram presentes em ambos os 

solos, em alta abundância. Os gêneros detectados em abundância são conhecidos 

por suas capacidades de promoção do crescimento em plantas. Streptomyces é o 

gênero mais abundante dentro dos Actinomycetes, produzindo uma grande 

variedade de compostos bioativos, antibióticos e enzimas extracelulares 

(Olanrewaju e Babalola, 2019). Bradyrhizobium, por exemplo, é um grupo 

diversificado de bactérias que coloniza o compartimento endofítico radicular das 

plantas, utilizando carboidratos derivados de plantas em troca de garantir o 

nitrogênio através da fixação de N2 (Schneijderberg et al., 2018). Características 

benéficas ao crescimento de plantas foi identificado em espécies do gênero 

Nocardioides, como a secreção de antibióticos, produção de sideróforos, e 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase (Wang, Li, Zhou e Zhang, 

2023). O gênero Sphingomonas, também é um importante gênero notado pela sua 

capacidade de melhorar o crescimento de plantas em condições de estresses 

abióticos como salinidade, seca, e metais pesados (Asaf, Numan, Khan e Al-

Harrasi, 2020). Por fim, o gênero Pseudomonas é um gênero bastante conhecido 

por suas capacidades de solubilizar fosfatos através de mecanismos de liberação de 
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ácidos orgânicos (Oteino et al., 2015). A presença desses gêneros em ambos os 

solos sugere um alto benefício às plantas, tanto em promoção do crescimento como 

alívio de estresses bióticos e abióticos. 

Um outro ponto importante observado foi as diferenças na diversidade entre 

os dois solos de cultivo. Foi notável que os dois solos apresentaram uma estrutura 

microbiana distinta, possivelmente associada a diferenças no manejo, uma vez que 

a cana-de-açúcar provem de monocultura e o alho de uma rotação com feijão e na 

exsudação radicular da cultura. A agricultura intensiva mostra-se capaz de modificar 

a comunidade microbiana (Peng et al., 2023) enquanto práticas de manejo 

conservacionistas tendem a ter uma comunidade com uma maior diversidade (Zhu 

et al., 2018). Por outro lado, é conhecido que plantas com parentescos distintos 

tendem a ter comunidades microbianas associadas diferentes, devido a fatores 

como a produção diferenciada de exsudatos (Huang, Wang, Lv, Xu e Zhang, 2016; 

Yu et al., 2023), a fisiologia radicular (Wang, Wang e Dong, 2019) e o tipo de solo e 

a sua composição química (Wang et al., 2017). Essas diferenças na composição 

microbiana pode ser um bom aliado na prospecção de diferentes grupos de 

bactérias promotoras de crescimento. 

A abundância diferencial obtida neste estudo também sugere diferenças 

significativas no número de táxons diferenciais. O solo de cultivo de cana-de-açúcar, 

por exemplo, demonstrou ter abundância superior em táxons como Streptomyces, 

Bradyrhizobium e Mycobacterium. A abundância diferencial desses gêneros pode 

sugerir diferenças no recrutamento radicular de cada cultura. Um estudo sugere que 

o cultivo de cana-de-açúcar possui um alto recrutamento de espécies do gênero 

Streptomyces (Rodrigues et al., 2018), trazendo então efeitos benéficos como a 

fixação de nitrogênio, mobilização de fósforo, tolerância ao estresse salino e 

produção de fitohormônios (Cardenas-Alegria et al., 2022). Além disso, um estudo 

recente mostrou que o gênero Bradyrhizobium pode estar associado às raízes da 

cana-de-açúcar, (Júnior, Matos, Freitas, Jesus e Rouws, 2019). Quando utilizado 

como inoculante, Bradyrhizobium spp. pode aumentar a biomassa microbiana e 

disponibilizar fósforo, impactando positivamente o cultivo da cana (Júnior et al., 

2019). No solo de cultivo de alho diversos táxons foram diferenciais, destacando-se 

Nocardioides, Variovorax e Arthrobacter. Embora estudos da comunidade 

microbiana em cultivos de alho ainda estejam em estágios iniciais, já se reconhece 
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a relevância desses grupos microbianos por suas funções benéficas em diversas 

outras culturas agrícolas. O gênero Nocardioides, além do citado anteriormente, 

também é conhecido por sua alta capacidade de beneficiar a planta em situações de 

estresse hídrico, auxiliando em momentos de seca e altas salinidades (Meena et al., 

2020; Rangseekaew, Barros-Rodríguez, Pathom-aree e Manzanera, 2021). Já o 

gênero Variovorax é descrito como uma espécie produtora de ácido indolacético 

(Sun et al., 2018), sideróforos, ACC deaminase (Liu, He, Sun e Ma, 2021), como 

também auxiliar na degradação de xenobióticos (Crombie et al., 2018). Em cultivo 

de Panax ginseng, o gênero Arthrobacter mostrou-se produzir ácido indolacético, 

como também, fixar nitrogênio, e solubilizar fósforo e potássio (Jiang et al., 2022). 

Um estudo com o mesmo gênero, mostrou-se eficiente na promoção do crescimento 

em cultivo de arroz (Chhetri et al., 2022).  

Com relação às redes de co-ocorrência, foi possível observar diferenças 

marcantes entre os solos dos dois tipos de cultivo. O solo do cultivo de cana-de-

açúcar mostrou-se consideravelmente menos complexo em relação aos solos de 

cultivo de alho. Essas diferenças refletem como diferentes cultivos podem 

apresentar diferenças expressivas na complexidade das interações microbianas. 

Um número reduzido de nós e arestas foi encontrado nos solos de cultivo de cana-

de-açúcar, sugerindo que a comunidade microbiana está menos interconectada 

nesse ambiente. Diversos fatores podem influenciar esses resultados, como por 

exemplo o tipo de solo, o manejo utilizado como também a agricultura intensiva. No 

entanto, um estudo demonstrou que redes de co-ocorrência pouco complexas 

podem induzir uma comunidade vulnerável para patógenos, impactando a saúde da 

planta e a produtividade agrícola (Pu et al., 2022). Por outro lado, estudos de 

cultivares de soja resistente ao Fusarium oxysporum demonstram que comunidades 

mais diversas e complexas podem conferir maior resiliência e resistência a 

patógenos, aumentando então a saúde da planta (Carrión et al., 2019). Outro fator 

para a redução da complexidade das networks é a agricultura intensiva e a 

monocultura. Estudos demonstram que solos provenientes da agricultura intensiva 

podem apresentar complexidade das networks reduzidas (Banerjee et al., 2019), 

reduzindo a presença de espécies chaves e a quantidade de organismos benéficos 

(Shao et al., 2020). 
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O perfil dos genes funcionais nos solos estudados também variou conforme o 

cultivo analisado. Solos de cana-de-açúcar apresentaram uma alta variabilidade 

intra-amostral, ou seja, a abundância dos genes funcionais apresentaram muita 

variação entre as amostras do mesmo cultivo. Por outro lado, os solos de cultivo de 

alho apresentaram padrões mais estabelecidos. Funções associadas ao 

metabolismo de carboidratos, aminoácidos, proteínas, fósforo, vitaminas foram os 

mais abundantes nos solos estudados. As funções gerais para ambos os solos 

seguiram de forma quase que igualitária, com destaque para o metabolismo de 

fósforo, que se mostrou mais proeminente nas amostras de solo de alho. Genes 

com as mais variadas funções especificas, relacionadas à promoção do crescimento 

de plantas, foram anotados com certa predominância nos dois tipos de solo de 

cultivo. 

Neste trabalho foi possível identificar com mais precisão gêneros presentes 

nos dois tipos de solo. Um total de 27 genomas de 8 filos foram recuperados com 

alta qualidade foram obtidos, conferindo uma completude maior que 70% e 

contaminação inferior a 5%. Alguns desses organismos foram mais abundantes, ou 

exclusivamente, encontrados em apenas um dos cultivos. Genomas do filo 

Dormibacterota e Acidobacterota foram encontrados exclusivamentes no solo de 

cultivo de cana-de-açúcar enquanto genomas do filo Nitrospirota, Chloroflexota, e 

Gemmatimonadota foram encontrados majoritariamente no solo de cultivo de alho. 

O filo Acidobacterota já foi reportado como um organismo chave em solos de cultivo 

de cana-de-açúcar como também, em suas propriedades de mudanças nas 

propriedades do solo (Sadeghi, Moezzi, Gholami, Babaeinejad e Panahpour, 2021). 

Já o filo Dormibacterota, interessantemente, é um filo recém descrito associado a 

solos pobres nutricionalmente (Montgomery et al., 2021). O filo Nitrospirota é recém 

conhecido por suas características magnetotáticas e por participar ativamente do 

ciclo do enxofre (Umezawa, Kojima, Kato e Fukui, 2020). Já os filos Chloroflexota e 

Gemmatimonadota são conhecidos por estarem associados ao ciclo do carbono e 

nitrogênio (Petriglieri et al., 2023) e a produção primária respectivamente (DeBruyn, 

Nixon, Fawaz, Johnson e Radosevich, 2011). Ainda, obtivemos diversas funções de 

MAGs. Butarelli (2022), também investigou diversas funções a partir da montagem 

de MAGS montadas a partir de microrganismos metanotróficos. Através destas 

montagens, Butarelli (2022) observou a presença de duas espécies supostamente 
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novas, onde possuíam genes associados ao ciclo do nitrogênio, assim como as 

MAGs anotadas neste trabalho. Belgini (2020), também constatou a atividade de 

degradação e hidrocarbonetos em 33 MAGs recuperadas a partir de microcosmos 

de reservatório de petróleo. Por fim, Lemos (2019) descobriu traços funcionais 

associados a nitrificação, em Archaea, em seu trabalho, através de MAGs 

reconstituídas de amostras de solo da Amazônia.  

Em cada meio de cultivo utilizado, foram obtidas porcentagens diferentes de 

diversos tipos de morfologias de microrganismos, como demonstrado nos resultados 

deste trabalho.  Este número significativo de diversidade morfológica entre as 

colônias de isolados obtidas pode ser resultado da atividade da comunidade 

microbiana, que, através da liberação de exsudatos, aminoácidos, vitaminas, 

ácidos orgânicos, entre outros, fazem com que a ação metabólica dos 

microrganismos seja maior, comparada a ação em solos sem estas influências 

(Bandick e Dick, 1999; Manhães e Francelino, 2013; Ramos et al., 2018). Ramos 

e colaboradores (2018) atestaram em seu trabalho que 63,2% dos isolados 

foram classificados como Gram-positivos e 36,8% apresentaram perfil de 

coloração Gram-negativa. É importante salientar que o número de grupos de 

bactérias segundo Silva e Nahas (2012); Viana et al., (2011); Ramos et al., 

(2012) e Ramos et al., (2018), podem ser afetados devido a tipagem do solo e 

vegetais presentes, bem como condições climáticas e manejo. Amarante  et al., 

(2010), ao analisar amostras de solo da Amazônia de diferentes profundidades, 

constatou que a maioria dos isolados presentes eram Gram-negativos, no 

entanto, em solo da caatinga, observou o oposto, sendo classificados 

majoritariamente com o perfil de isolados Gram-positivos. Sendo assim, é 

observado que o perfil morfológico de comunidades microbianas sofre profunda 

influencia dos fatores bióticos e abióticos nos quais estão inseridas. 

A solubilização de fosfato foi constatada por todos os isolados utilizados 

durante o teste bioquímico de solubilização de fosfato, sendo observados diferentes 

graus de solubilização de acordo com o tamanho do halo, conforme a Tabela 9. 

Segundo Bashan e Bashan (2004) e Guimarães et al., (2023) o principal indicativo 

do efeito de solubilização de fosfato que resulta no crescimento e desenvolvimento 

de plantas é o aumento de biomassa e de teor de P em plantas. Yadav et al., (2016) 
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e Guimarães et al., (2023), falam que o efeito da promoção do crescimento de 

plantas realizadas por  rizobactérias  pode  ser  mediado  por  mecanismos  diretos  

como  a  solubilização  de  fosfato e esse fato se dá devido à sobrevivência dos   

diferentes microrganismos do solo, principalmente  aqueles  com  capacidade de   

solubilizar fosfato inorgânico insolúvel através da atividade da fosfatase. Por outro 

lado, algumas das bactérias não foram capazes de produzir ácido indolacético (AIA). 

Ramos et al., (2021) obtiveram diversos isolados com capacidade de produção de 

AIA, onde, 11 destes, foram os mais promissores, isolados de rizosfera de oliveiras 

(Olea europaea L.). Dos Santos et al., (2024) também conseguiram em seus 

resultados, 18 isolados produtores de AIA, isolados através da orquídea cimbídio, 

onde, de todos estes isolados, 8 conseguiram produzir o fitormônio na presença e 

ausência de triptofano. De Souza et al., (2021) testaram diversos isolados de solos 

ácidos provenientes da Amazônia Central, no qual, 52% dos isolados testaram 

positivamente para a produção de AIA. Sendo assim, considerado como um dos 

hormônios mais importantes para o crescimento vegetal em processos e fases de 

alongamento celular, divisão celular, formação de raízes adventícias e resposta a 

estímulos ambientais, é extremamente importante a realização do teste de produção 

deste fitormônio em prospecções de isolados de solo com capacidades conferidas 

de promoção de crescimento de plantas.  

Os resultados obtidos indicam que as bactérias isoladas do solo de alho 

possuem potencial na promoção do crescimento vegetal, uma vez que seu efeito foi 

estatisticamente semelhante ao do controle positivo, uma bactéria já estabelecida 

por sua eficácia nesse processo. Embora nenhuma das isoladas tenha superado o 

controle positivo, sua capacidade de induzir crescimento dentro da mesma faixa 

sugere que podem ser exploradas como alternativas viáveis em práticas agrícolas 

sustentáveis. Estudos adicionais são necessários para avaliar possíveis interações 

sinérgicas entre essas bactérias e otimizar suas condições de aplicação, visando 

aprimorar seu desempenho e explorar seu potencial em diferentes culturas e 

condições de solo. Araujo e Guerreiro (2010), conseguiram excelentes resultados 

com seis isolados de Bacillus que promoveram o crescimento de milho cultivado em 

solo autoclavado e natural. De Alcantara et al., (2021), concluíram em sua pesquisa 

que os inoculantes que eles avaliaram incrementaram a altura do milho, porém não 

aumentaram proporcionalmente a sua produtividade. De Carvalho e Reis (2023), ao 
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inocular a soja com Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii e 

Azospirillum brasilense, não observaram diferenças significativas quanto à altura da 

parte aérea, massa fresca aérea e de raiz, e massa seca da parte aérea e raiz, 

corroborando com os resultados dos parâmetros avaliados no presente trabalho, 

ainda que sejam isolados de gêneros e espécies diferentes. Ao inocular A. 

brasilense e Pseudomonas fluorescens em alho, (Souza, 2022) notou que 

parâmetros avaliados, tais como diâmetro de bulbo e massa de plantas frescas no 

período de pré-cura e diâmetro de bulbo, massa de bulbos, massa de parte aérea e 

produtividade em pós-cura não apresentaram diferenças estatísticas entre os 

tratamentos, indo de encontro com os resultados encontrados nesta pesquisa, onde, 

em geral, não houve diferenças significativas em relação ao crescimento de alho em 

nenhum parâmetro avaliado.  

O gênero Paenibacillus sp. foi classificado pela primeira vez em 1993, por um 

trio de pesquisadores. Foi proposto um novo surgimento de gênero, pois, o mesmo, 

possuía algumas características que o distinguiam dos demais gêneros já 

classificados de Bacillus. Dentre suas características gerais, o gênero possui 

espécies com bactérias em formato de bastonetes Gram-positivos, mas que podem 

apresentar-se em ocorrência de Gram-variável. Produzem esporos elípticos ou 

ovais, podendo ser localizados centralmente ou subterminalmente. No que tange a 

motilidade, diversas das espécies já classificadas no gênero são móveis, 

geralmente por flagelos peritríquios. São aeróbios ou anaeróbios facultativos. 

Possuem a capacidade de metabolização de uma ampla gama de substratos 

orgânicos como proteases e celulases. Os esporos produzidos são altamente 

resistentes a condições extremas como calor e desidratação. São encontrados 

predominantemente em solo, rizosfera e ambientes aquáticos. É um gênero 

intimamente ligado a promoção de crescimento de plantas, onde, algumas espécies 

possuem até mesmo interesse na fixação biológica de nitrogênio e controle 

biológico de patógenos (Ash et al., 1993).  

 Gkikas e colaboradores (2021), testaram a cepa Paenibacillus alvei K165, 

contra o fungo traqueomicótico Phaeomoniella chlamydospora, causador da esca da 

videira ou doença da madeira da videira. Trata-se de uma das principais doenças 

que afetam vinhedos em todo o mundo e que não pode ser controlada através de 
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produtos químicos. Em seus experimentos, concluíram que a utilização da cepa 

contribuiu com a redução de 90% do DNA endofítico do fungo em comparação com 

os controles, possuindo potencial constatado de agente de biocontrole de esca de 

videira em videiras. Gkizi e colaboradores (2021) relataram em seu trabalho que, 

além do agente de biocontrole Paenibacillus alvei K165 demonstrar proteger plantas 

de Arabidopsis thaliana contra Verticillium dahliae, a estirpe ainda conferiu 

resistência imunológica herdada a V. dahliae, através de uma triagem de mutantes 

de histona acetiltransferases, ensaios ChIP e experimentos transcriptômicos. 

Mohammad e colaboradores (2023), constataram atributos positivos nos parâmetros 

de crescimento de Melon Manis Terengganu (MMT), tais como, altura das plantas, 

tamanho das folhas, conteúdo de clorofila, peso e comprimento da raiz, 

macronutrientes e micronutrientes, comparados com o controle.  

Segundo Rangel e colaboradores (2016), as espécies do gênero 

Pseudomonas sp. são bacilos gram-negativos geralmente dispostos em pares. Não 

formam esporos, são aeróbios e não fermentam carboidratos, utilizando-os 

exclusivamente pela via oxidativa como fonte de energia. Essas bactérias têm 

ampla distribuição em diversos ambientes, incluindo solo, água, superfícies de 

plantas e animais. Destacam-se por sua capacidade de metabolizar uma grande 

diversidade de compostos orgânicos como fonte de energia, além de produzir 

exoenzimas, toxinas e metabólitos secundários. Na literatura atual, diversos 

trabalhos sobre o gênero constaram que possuem capacidade de promover o 

crescimento de plantas e atuar no controle biológico de patógenos. A espécie 

Pseudomonas fluorescens em questão, é reconhecida justamente por atuar na 

promoção do crescimento de plantas.  

Terminando, Sahu e colaboradores (2018), enfatizam que uma grande 

variedade de bactérias do gênero possui a menção de agentes de controle biológico 

e promoção de crescimento de plantas por causa de uma junção de mecanismos 

considerados diretos e indiretos que colaboram com o desenvolvimento vegetal. 

Entre os mecanismos diretos, destacam-se a produção de uma ampla gama de 

fitohormônios, a solubilização de fosfatos e a fixação de nitrogênio atmosférico. No 

que tange o controle biológico, P. fluorescens produz metabólitos secundários 

antimicrobianos, além de lipopeptídeos que inibem o crescimento de fitopatógenos. 
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Ainda, a bactéria provoca resistência sistêmica em plantas, acarretando defesas 

naturais. A combinação desses mecanismos faz de P. fluorescens uma ferramenta 

biotecnológica importante para a promoção de sistemas agrícolas sustentáveis. 

 

7. CONCLUSÃO 

Os macronutrientes e micronutrientes estiveram presentes em maiores 

concentrações nos solos com alho. Além disso, as redes de co-ocorrência 

microbiana foram mais robustas nestas amostras, revelando um número 

significativamente maior de conexões entre os táxons presentes. A análise funcional 

do microbioma mostrou que o número de genes funcionais foi mais expressivo nas 

amostras de solo de alho. Considerando que a qualidade do solo é determinada 

pelas suas características físicas, químicas e microbiológicas, os resultados deste 

estudo contribuem para uma compreensão mais profunda dos impactos adversos da 

monocultura na saúde do solo. Isto se deve especialmente ao papel essencial dos 

microrganismos em processos como decomposição da matéria orgânica, ciclagem 

de nutrientes e fixação de nutrientes. Sendo assim, o presente estudo contribui com 

o conhecimento metagenômico para os esforços contínuos para decifrar e amenizar 

os impactos causados pelo uso extensivo da monocultura de cana-de-açúcar, que 

causa prejuízos como perda da biodiversidade microbiana, vulnerabilidade a pragas 

e doenças, e alterações físicas e químicas do solo. Os resultados dos testes de 

plantação em casa de vegetação sugerem que as bactérias isoladas do solo de alho 

possuem potencial como promotoras de crescimento vegetal, pois seu efeito foi 

estatisticamente semelhante ao do controle positivo. Embora nenhuma tenha 

superado o controle, seu desempenho indica viabilidade para futuras aplicações 

agrícolas, exigindo estudos adicionais para otimização e uso em diferentes 

condições. A caracterização parcial do gene 16S rRNA desses isolados nos 

trouxeram boas oportunidades de explorações futuras quanto sua aplicação na 

agricultura, visto a notoriedade na literatura por sua ampla ligação com a promoção 

do crescimento de plantas e agente biológico de controle de patógenos de plantas.  
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